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ABSTRAKT 
Cílem této diplomové práce bylo ověřit antimikrobiální účinek vybraných syntetických 
konzervačních látek používaných do kosmetických prostředků, a to methylparabenu, 
butylparabenu, fenoxyethanolu, bronopolu, imidazolidinylurey a methylisothiazolinonu 
v různých koncentracích (do nejvyšší povolené koncentrace a také několikrát 
koncentrovanějších roztoků) a některých vybraných přírodních silic, které je možné použít do 
kosmetiky (eukalyptová, anýzová, levandulová, rozmarýnová, fenyklová, mátová, jalovcová a 
terpentýnová silice). Účinek byl zjisťován u každé látky samostatně, aby bylo možné 
zhodnotit spektrum a míru jejího účinku. Jako indikátorové mikroorganismy byly vybrány 
Bacillus subtilis a Penicillium chrysogenum. Pro stanovení byly použity disková difúzní 
metoda a modifikovaná difúzní metoda.  
Ze syntetických konzervačních látek nejlépe účinkovaly bronopol, imidazolidinylurea a 
methylisothiazolinon. Z vybraných přírodních antimikrobiálních látek účinek proti oběma 
mikroorganismům vykazovala mátová, fenyklová a jalovcová silice. 
 
 
ABSTRACT 
The aim of this diploma thesis was to prove the antimicrobial actvivity of the selected 
syntetic preservatives used in cosmetics, such as methylparaben, butylparaben, 
phenoxyethanol, bronopol, imidazolidinyl urea and methylisothaizolinone, in different 
concentrations (up to the highest permitted concentration and in increased concentrations), 
and of some essential oils, which are possible to use in cosmetics (essential oil from 
Eucalyptus globulus, Pimpinella anisum, Lavandula officinalis, Rosmarinus officinalis, 
Foeniculum vulgare, Mentha piperita, Juniperus communis and Pinus sylvestris). The effect 
was investigated in every preservative system alone, in order to evaluate the spectrum and the 
rate of each one. As indicator microorganism was chosen Bacillus subtilis and Penicillium 
chrysogenum. The used methods was disk difusion method and modify difusion method. 
From synthetic preservatives had the best effects bronopol, imidazolidinyl urea and 
methylisothiazolinone. From chosen natural antimicrobails had the effect against both 
indicator microorganisms the Mentha piperita, Foeniculum vulgare and Juniperus communis 
extracts. 
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1 ÚVOD  
 
Konzervační látky jsou součástí kosmetických přípravků, které mají jako základ vodu nebo 
vodu v zevní fázi (emulzní systémy typu olej/voda, tzn. nemastné krémy). Brání degradaci 
kosmetických přípravků, kontaminaci mikroorganismy apod. Mezi klasické konzervační látky 
patří estery kyseliny paraaminobenzoové (parabeny), konzervační látky odštěpující 
formaldehyd (Quaternium 15, imidazolidinylurea, diazolidinylurea, bronopol, DMDM-
hydantoin), Katon CG aj. [1]. 
Cílem konzervace kosmetických výrobků je zajistit jeho mikrobiologickou bezpečnost a 
stabilitu. Konzervační látky s antimikrobiálním účinkem jsou používány k redukci možného 
mikrobiálního růstu ve vodných systémech a ke snížení možnosti přežití mikroorganismů 
v bezvodých výrobcích, které mohou být kontaminovány během používání. Testováním 
účinnosti konzervačních látek se zjišťuje typ a minimální účinná koncentrace konzervační 
látky potřebná k zajištění požadované ochrany výrobku jak během výroby, tak po dobu 
používání [2]. 
Kdyby kosmetické výrobky nebyly konzervovány, byly by téměř všechny mikrobiálně 
kontaminovány, s výjimkou výrobků s vyšším obsahem alkoholu a některých výrobků, 
obsahujících pouze parafinické sloučeniny. Proto je konzervace kosmetických výrobků 
i ostatní opatření proti mikrobiálnímu znečištění vždy stěžejním problémem kosmetické 
výroby. 
Ve většině případů se konzervační látky nepoužívají samostatně, ale jsou součástí systému, 
který je uzpůsobený každému výrobku tak, aby mu poskytoval uspokojivou ochranu proti 
mikrobiálnímu růstu.   
Mikrobiologická problematika kosmetických výrobků představuje tyto tři základní 
problémy [3]: 
 
 výskyt mikroorganismů Pseudomonas aeruginosa, 
 výskyt některých kmenů koliformních mikroorganismů, 
 výskyt některých plísní. 
 
Možné zdroje mikrobiálního znečištění jsou suroviny, voda, výrobní zařízení a postupy, 
výrobní prostory a lidé [3]. 
 
Tato práce obsahuje stručný přehled některých konzervačních látek používaných do 
kosmetických výrobků. Jsou uváděny pouze ty konzervační látky, které jsou zahrnuty do 
legislativních předpisů České republiky. V experimentální části se práce zabývá ověřením 
účinku jednotlivých konzervačních látek při zvolených koncentracích. Ze skupiny 
syntetických látek byl vybrán methylparaben, butylparaben, imidazolidinylurea, bronopol, 
fenoxyethanol a methylisothiazoloinon. Látky byly ověřovány samostatně, aby bylo možné 
vyhodnotit jejich účinek proti zvolenému zástupci z rodu plísní (Penicillium chrysogenum) a 
z rodu bakterií (grampozitivní bakterie Bacillus subtilis). Účinek komplexních preparátů 
ověřován nebyl, jednalo se spíše o porovnání účinku každé jednotlivé látky. Byl ověřován 
účinek také osmi přírodních silic, a to eukalyptového oleje, mátového, terpentýnového, 
rozmarýnového oleje, dále levandulového, fenyklového, anýzového a jalovcového oleje, 
z nichž některé se v kosmetice běžně používají. 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
 
2. 1 Problematika kosmetiky 
 
Kosmetické prostředky jsou kategorií spotřebních výrobků prodávaných celosvětově. 
Jejich účel a funkce jsou univerzální pro lidi všech kultur [4]. Obecně jako kosmetika 
(kosmetické přípravky) se označují produkty, určené pro zevní aplikaci na povrch lidského 
těla [5]. Kategorie přípravků zahrnuje prostředky pro dospělé a děti, k péči o pleť, vůně, 
k péči o vlasy, depilační prostředky, osobní a ústní hygienu, k ochraně před sluncem, 
dekorativní kosmetiku a pánskou kosmetiku [4].  
Kosmetické přípravky mají především význam hygienický. Poněvadž však pokožka hraje 
roli důležitého kontaktního orgánu, ovlivňují významně estetické vědomí jedince a je třeba 
jim přisoudit významnou roli v oblasti sociologické, psychologické i pedagogické [5]. 
 
2.1.1 Kosmetické suroviny 
 
Kosmetické suroviny jsou látky, které buď samy, nebo ve směsi tvoří kosmetický 
přípravek. Podle původu jsou buď chemickým produktem nebo mají přírodní původ. Suroviny 
pro kosmetiku jsou velmi různorodé podle určení finálního výrobku. Výběr látek jako 
kosmetických surovin je daný jejich vhodnými vlastnostmi z hlediska funkčního nebo 
vlastnostmi zajišťujícími stav a vzhled v průběhu záruční doby [6]. 
Kromě funkčního hlediska musí kosmetické suroviny splňovat základní požadavky 
bezpečného používání a požadavky na čistotu, a to jak z chemického, tak mikrobiologického 
hlediska. Případné znečištění nesmí negativně ovlivnit finální výrobek. Z chemického 
hlediska se obvykle vyžaduje omezení přítomnosti vybraných toxických prvků, speciální 
požadavky jsou na některé substance, pigmenty a barviva [6]. 
Počet druhů surovin použitelných v kosmetice se pohybuje okolo deseti tisíc. Jestliže celou 
problematiku maximálně zjednodušíme, lze kosmetické přípravky rozdělit z hlediska surovin 
do dvou základních skupin [7]: 
 
 přípravky pro speciální úkony – například čištění pleti, depilace, dekorativní úkony, 
 přípravky, jejichž hlavním úkolem je náhrada či doplnění přirozeného kožního 
filmu. 
 
2.1.2 Kosmetické přípravky 
 
Kosmetické přípravky jsou směsi nejrůznějších látek přírodního nebo syntetického původu. 
Konečná forma přípravku je závislá na vlastnostech surovin a jejich technologickém 
zpracování, při kterém máme na zřeteli použití konečného výrobku [7]. 
Kosmetické prostředky jsou přípravky určené k péči o kůži a její další části. Je jich 
v současné době velké množství. Každý kosmetický prostředek má mít následující vlastnosti 
[8]: 
• nesmí dráždit pokožku ani ji nepříznivě ovlivňovat, 
• musí působit esteticky, 
• jeho složení musí být takové, aby jeho účinek odpovídal předpokládanému 
požadavku. 
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Podobně jako užívá dermatolog k léčení kožních chorob léky, slouží pro kosmetické účely 
kosmetické přípravky. Tradičně pod tento pojem zahrnujeme i přípravky užívané z důvodů 
hygienických. Není ani výjimkou, že se obě funkce navzájem překrývají. Použití všech těchto 
přípravků je velmi rozmanité a pro jejich dělení lze použít nejrůznější hlediska, např. podle 
charakteru základu, viz. Obr. 2.1 [7]. 
 
Obr. 2.1: Základy pro aplikaci kosmetických přípravků a léčiv [7]. 
 
Základním požadavkem na tyto přípravky je jejich zdravotní nezávadnost i při 
dlouhodobém nekontrolovaném používání. Současně by však měly vykazovat deklarované 
účinky, splňovat co se od nich očekává. Zatímco léčiva jsou před jejich zavedením do výroby 
z hlediska účinku hodnocena, u kosmetických přípravků tomu tak vždy nebývá. Hodnocení 
léčiv je však lehčí, víme totiž, jaký výsledek od nich očekáváme, a můžeme tyto předpoklady 
u postižených jedinců konkrétně ověřovat; vyhodnocovat např. některé ochranné a 
regenerační účinky je mnohem problematičtější, protože chybějí objektivní měřítka [7]. 
Rozdíly mezi farmaceutickými a kosmetickými přípravky není možné opomíjet a rozhodně 
nejsou ve svých funkcích vzájemně zastupitelné. Žádoucí účinky léčiv a žádoucí účinky 
kosmetických přípravků jsou diametrálně rozdílné. Kosmetické přípravky slouží k čištění, 
ochraně, k péči o pleť, k jejímu líčení. Z těchto funkcí lze definovat i konkrétní žádoucí 
účinky a vlastnosti účinných látek [7]. 
Cílem aplikace jak farmaceutických přípravků, tak kosmetických lokálních pečujících 
prostředků je dosažení požadovaného účinku. Farmaceutické přípravky jsou účinné díky 
farmakologicky aktivním sloučeninám dodaným dle pomocného přípravku, zatímco 
kosmetické prostředky nemohou takovéto sloučeniny obsahovat. Nicméně účinku je 
kosmetickým přípravkem dosaženo – žádný systematický nebo centrální nebo léčivý efekt, 
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ale pečující a preventivní účinek hlavně na kůži, vlasech a nehtech. Oproti farmaceutickým 
přípravkům mají prostředky v kosmetice větší důležitost (význam) [4]. 
V závislosti na složení přípravku je prostředek, používaný k uplatnění 5ti hlavních účinků 
na kůži, rozdělen do následujících sekcí [4]: 
• Čištění 
• Dekorace 
• Péče 
• Hydratace 
• Ochrana  
 
2.2 Klasifikace kosmetických prostředků 
 
Existuje mnoho typů klasifikačních systémů založených na různých principech popsaných 
v literatuře. Ale musíme si uvědomit, že kosmetické výrobky jsou komplexní systémy. Je 
obtížné stanovit jednotnou klasifikaci [4]. 
 
Vzhled 
Nejjasnější a jednoduchá klasifikace může být provedena na základě vzhledu přípravků 
nebo prostředků. Podle makroskopického skupenství jsou rozlišovány tři typy přípravků: 
kapalné, polotuhé a pevné formy [4]. 
 
Aplikace, použití 
Rozdělení přípravků může být také provedeno jako funkce jejich použití a místa aplikace, 
tj. přípravky použité následovně [4]: 
• vlasy, např. šampony, depilační činidla, vlasové barvy 
• nehty, např. lesk, lak 
• ústa, např. zubní pasta, rtěnka, ochranný balzám 
• kůže, např. hydratační prostředky, tělové mléko, voda po holení, deodorant, 
antiperspirant, opalovací krém  
 
Fyzikálně chemické vlastnosti 
V systému klasifikace dle fyzikálně-chemických vlastností jsou používána různá 
kritéria [4]: 
• Polarita: hydrofilita, lipofilita 
• Skupenství: pevné, polotuhé, kapalné, plynné 
• Velikost částic rozptýlených ve směsích (disperzích) 
- pravý roztok, molekulární disperze: velikost částice <1 nm 
- koloidní disperze: velikost částice 1 - 500 nm 
- hrubá disperze: velikost částice > 500 nm 
• Rozpustnost 
• Reologie, viskozita 
• Složení: fyzikálně-chemické charakteristiky hlavních sloučenin prostředků (volná 
voda, vodná, hydrofilní, bezvodá rozpouštědla)  
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2.2.1 Popis a definice hlavních prostředků 
 
2.2.1.1 Roztoky  
 
Termín „roztok“ může být použit v užším významu, popisujícím pravý roztok (molekulární 
disperze) nebo v širším smyslu zahrnující také koloidní roztoky, tj. méně či více průzračné 
kapaliny, např. micelární roztoky a vezikulární systémy (média obsahující liposomy, 
niosomy) [4]. Obecně, pravé roztoky používané v kosmetice jsou založeny buď na vodném, 
nebo na vodno-alkoholickém médiu nebo na inertním olejovém prostředku obsahujícím jednu 
nebo více specificky účinných látek [4,5]. 
Jako příklad může být uveden masážní olej, ústní voda. 
Roztoky často obsahují alkoholickou nebo inertní olejovou složku, proto není zapotřebí 
velkého množství konzervačních látek. 
 
2.2.1.2 Emulze: pleťové vody a krémy 
 
Emulze je formou, která je pravděpodobně nejpoužívanější [4].  Důvody, proč se emulze 
staly populární, jsou různé, nejpochopitelnější je, že umožňují začlenění jinak neslučitelných 
polárních a nepolárních látek v jednom výrobku [9].  
Emulze může být definována jako „dvoufázový systém, skládající se z dvou nemísitelných 
nebo částečně mísitelných kapalin, z nichž jedna je dispergována (rozptýlena) ve druhé ve 
formě velmi malých kapiček“ [9]. Hlavními složkami emulzí jsou lipidy (lipofilní sloučeniny) 
a voda (hydrofilní sloučeniny) [4]. Těmto dvěma nemísitelným fázím je umožněno setrvat 
v metastabilním směsném stavu díky amfifilní složce, emulgátoru (Obr. 2.2) [4].   
 
Obr. 2.2: Orientace molekuly emulgátoru na rozhraní olej - voda [9]. 
 
Protože v každé emulzi může být popsán obsah olejové a vodné fáze, je potom zřejmé, že 
jsou možné dva základní typy emulze [9]. První typ je ta, ve které jsou jednotlivé kapičky 
oleje  dispergovány ve vodě, a ta je uváděna jako emulze oleje ve vodě (O/V), zatímco druhá 
obsahuje jednotlivé kapičky vody v oleji a je známa jako emulze vody v oleji (V/O) [4,9].  
Kromě těchto dvou typů jednoduché emulze existují také komplexní (složené) systémy. 
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Smíšené emulze se rozdělují do dvou  základních typů, olej ve vodě v oleji (O/V/O) nebo 
voda v oleji ve vodě (V/O/V). Tyto smíšené emulze začínají mezi současnými výrobky 
převládat, protože nabízí větší výrobní pružnost, která konstantně poskytuje  mnohem 
účinnější a esteticky atraktivnější výrobek [9].  
Bez ohledu na typ emulze, nespojitá fáze emulze je známa jako vnitřní nebo dispergovaná 
fáze, zatímco kontinuum je uváděno jako vnější nebo kontinuální (spojitá) fáze [9]. Jestliže 
jsou emulze kapalné, jsou obecně nazývány pleťové vody. Krémy jsou emulze vyskytující se 
v polotuhé formě [4]. 
Emulze jsou připraveny dispergací vnitřní fáze ve vnější fázi [4].  Pro tento energii 
vyžadující proces se vyžadují emulgátory, které sníží povrchové napětí mezi dvěma 
nemísitelnými fázemi. Emulgátory nejsou používány pouze k tvorbě, ale také ke stabilizaci 
emulzí. Předpokládá se, že emulgátory jsou lokalizovány na rozhraní mezi dvěma fázemi, 
hydrofilní část molekuly je v kontaktu s vodnou fází a lipofilní doména emulgátoru zasahuje 
lipidové fáze  (Obr. 2.3) [4]. 
 
 
Obr. 2.3: Jednomolekulární vrstva tenzidu na rozhraní vody a oleje [7]. 
 
 Emulze olej ve vodě (O/V) 
 
V případě těchto emulzí je disperzním prostředím vodná fáze s rozptýlenými kapičkami 
oleje, viz Obr. 2.4. Nevýhodou však je možnost vysychání vodné disperzní fáze. Tomu se čelí 
přídavkem látek nazvaných „humektanty“, které tento proces zpomalují. U těchto emulzí je 
rovněž nutné věnovat větší pozornost konzervaci, protože vnější vodná fáze je vhodným 
prostředím pro růst bakterií a plísní [7]. Do této emulze je tedy zapotřebí většího množství 
konzervačních látek. 
Emulze O/V jsou dobře přijímány z následujících důvodů [4]: 
 
 lehký a nemastný pocit po aplikaci, 
 dobrá roztíratelnost na kůži a penetrace a aktivní hydratační účinek vnější vodné 
fáze, 
 chladící efekt díky vypařující se vnější vodné fázi.  
 
Nicméně emulze O/V vykazují menší účinek v prevenci suché kůže ve srovnání 
s emulzemi V/O [4].  
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Typické složení emulze O/V je následující [4]: 
 
1. lipid(y) + lipofilní zahušťovadlo (nepovinné; např. mikrokrystalický vosk): 10 - 40% 
2. emulgátor s optimální hodnotou hydrofilně-lipofilní rovnováhy (HLB)  
[přibližně 9 - 10]: 5 % 
3. koemulgátor (např. cetostearylalkohol, behenylalkohol): 2 % 
4. konzervanty (antimikrobiální látka, antioxidanty): q.s. 
5. voda + hydrofilní zahušťovadlo (nepovinné; např. karbomer): do 100 % 
V závislosti na požadovaném účinku výrobku mohou být použity k výrobě různé typy 
lipidů. 
 
Obr. 2.4: Emulze „olej ve vodě“ (O/V) [7]. 
 
 Emulze voda v oleji (V/O) 
 
V těchto emulzích je disperzním prostředím olejová fáze, ve které jsou rozptýleny drobné 
kapičky „vody“, viz Obr. 2.5 [7]. 
Emulze V/O  mohou být dosud považovány za těžké, mastné a mazlavé. Nicméně emulze 
typu V/O nejsou pouze základem pro voděodolné ochranné sluneční, dětské krémy nebo 
noční krémy, ale také pro ochranné denní krémy [4]. Emulze tohoto typu nejsou vhodným 
médiem pro růst mikroorganismů a k jejich konzervaci tedy nemusí být použito velké 
množství konzervantů. 
Výhody V/O emulzí jsou [4]: 
 
• úzká podobnost s přirozenou ochrannou lipidovou vrstvou v stratum corneum 
(rohová vrstva),  
• účinná ochrana kůže odpovídající tvorbě spojité vrstvy lipidů na kůži po aplikaci 
• údržení vlhkosti, protože se na kůži vytvoří spojitá polopropustná bariéra omezující 
vypařování kožní vody a ta kromě toho aktivně uvolňuje včleněnou vodu  z vnitřní 
fáze, všeobecně několikrát účinněji než emulze O/V, 
• lepší pronikání do lipofilní dvojvrstvy stratum corneum se zlepšenou funkcí 
přenosu lipolytických aktivních sloučenin a dokonce i hydrofilních sloučenin 
začleněných ve vnitřní vodné fázi,  
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• snížení rizika mikrobiálního růstu, 
• kapalina při velmi nízkých teplotách (užitečné pro výrobky pro zimní sporty).  
 
Typické složení emulze O/V je následující [4]: 
 
1. lipidová složka: 20 % 
2. lipofilní zahušťovadlo (např. vosk; nepovinné): 1 % 
3. emulgátor s optimální hodnotou HLB (3 - 8): 7 - 10 % 
4. konzervanty (antimikrobiální látka, antioxidanty): q.s. 
5. MgSO4· 7H2O 0,5 % 
6. voda (+ hydrofilní zahušťovadlo, nepovinné): do 100 % 
 
 
Obr. 2.5: Emulze „voda v oleji“ (V/O) [7]. 
 
 Smíšené emulze 
 
Smíšené emulze (viz Obr. 2.6) jsou třífázové systémy nebo emulze v emulzích, mohou být 
klasifikovány do dvou základních typů,  voda v oleji ve vodě (V/O/V) a olej ve vodě v oleji 
(O/V/O) [4,9]. Toto znamená, že je primární emulze dispergována ve vnější fázi, např. voda 
v oleji ve vodě (V/O/V) [4]. U těchto emulzí jsou v kapičkách dispergované fáze menší 
kapičky opačného typu fáze, jež může, ale nemusí být totožná s disperzním prostředím [7].  
Výhoda emulze V/O/V je, že zahrnuje jak pocit lehkosti, tak pozitivní smyslové vlastnosti 
emulzí O/V a hydratační účinek na kůži emulzí V/O [4]. 
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Obr. 2.6: Smíšené emulze (O/V/O; V/O/V) [7]. 
 
2.2.1.3 Gely 
 
Gely jsou disperzní systémy, původně kapaliny (roztoky). Podle polarity 
charakteristických začleněných sloučenin jsou buď hydrofilní - v hydrogelech - nebo 
lipofilní – v lipogelech (nebo oleogelech). Konzistence gelů je způsobena gelotvornými 
(zahušťovacími) činidly, obvykle polymery, vytvářejícími trojdimenzionální síť [4]. Gely 
mohou snáze podlehnout mikrobiální kontaminaci a následnému rozkladu působením 
mikroorganismů, je tedy zapotřebí dostatečné množství konzervačních látek. 
 
 Hydrogely 
Hydrogely jsou hydrofilní, obsahující hlavně vodu (85 – 95 %) nebo vodno-alkoholické 
směsi a gelotvorné činidlo. Hydrogely musí být chráněny před mikrobiálním růstem [4]. 
 
 Hydrofobní gely 
Lipogely nebo oleogely jsou získány přídavkem vhodného zahušťovacího činidla k oleji 
nebo kapalnému tuku [4]. 
 
2.2.1.4 Mikroemulze 
 
Mikroemulze je definována jako systém vody, oleje a amfifilní molekuly. Mikroemulze 
obsahují kapičky oleje ve vodné fázi nebo kapičky vody v oleji o průměru okolo 10 až 
200 nm. Proto se jeví jako isotropní, opticky čisté kapaliny nebo gelové systémy [4]. Velmi 
malé kapičky dispergované fáze v mikroemulzi rovněž umožní rychlejší průmik 
kosmetických složek v dispergované fázi do epidermis, a tím výrodu více účinného 
prostředku. V praxi jsou komerčně důležité mikroemulze O/V [9]. Jsou stabilnější než běžné 
emulze [4].  
Nevýhodou mikroemulzí je jejich poměrně vysoký obsah surfaktantů, což je rizikem 
zvýšeného podráždění kůže a přecitlivělosti [4].  
 
2.2.1.5 Suspenze 
 
Jako suspenze jsou charakterizovány přípravky, jejichž dispergovaná fáze má charakter 
pevných (práškovitých)  částic a kontinuální fázi (disperzní prostředí), označovanou  jako 
vehiculum, tvoří kapalina nebo polotuhé médium, která se dobře snáší s pokožkou [4,10]. 
Suspenze je také typem přípravku, který může být použit k aplikaci na kůži a k dodání látek 
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na cílové místo. Takto může být suspenze považována za prostředek působící v místě 
aplikace. Příkladem jsou opalovací krémy nebo perleťové laky na nehty obsahující 
pigmenty [4]. 
 V suspenzi může docházet k sedimenatci nerozpustných látek kvůli rozdílu v hustotě [4]. 
Dispergované částice nemají při skladování sedimentovat a proto  se při přípravě suspenzí 
preferují částice koloidních rozměrů (0,1 µm až 100 µm). Sedimentaci může zabránit i 
přídavek dispergátoru (povrchově aktivní látky) nebo zahušťovadla (zvýšení viskozity 
disperzního prostředí) [10]. Zárukou homogenního výrobku pro aplikaci je nutnost 
redispergace částic protřepáním před použitím [4].  
Podle typu přípravku je volen konzervační systém složený buď z jedné, nebo více 
konzervačních látek. 
 
2.2.1.6 Tužky 
 
Tužka je pevný prostředek v prodloužené formě. Třením tužky o kůži mohou být 
aplikovány různé kosmetické ingredience, jako vůně, barvíví látky a změkčovadla. Převevším 
jsou tužky ideálně vhodné pro aplikaci nerozpustných látek, např. pigmentů [4]. Používají se 
hlavně k zvýraznění malých detailů pokožky [10]. Nejpopulárnější kosmetické tužky jsou 
rtěnky a antiperspiranty/deodoranty [4]. 
Existují tři hlavní skupiny prostředků typu tužka [4]: 
 
1) směs vosků (př. včelí vosk, karnauba) a olejů (př. minerální, ricinový olej), 
2) hydrofilní nebo vodné tužky: antiperspirant, 
3) hmota obsahující vysoko vařící prchavý silikon krystalizovaný mastným alkoholem.  
 
Tyto přípravky nemají příliš vysokou aktivitu vody, proto není zapotřebí velkého množství 
konzervantů. 
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3  KONZERVAČNÍ LÁTKY V KOSMETICE 
  
Většina kosmetických prostředků musí být chráněna proti mikrobiálnímu růstu. Tím se 
zajistí ochrana spotřebitele před možnou infekcí způsobenou mikroorganismem příromným ve 
výrobku, ale také se zabezpečí stabilita daného prostředku. Růst mikroorganismů může vést 
k rozkladu složek a v důsledku toho ke zhoršení fyzikální a chemické stability. Obecně, 
přípravek obsahující vodu, stejně jako další ingredience náchylné k metabolizaci 
mikroorganismy, vyžaduje odpovídající ochranu [4].   
Existují různé cesty ochrany výrobku proti mikrobiálnímu růstu [4]: 
 
1) přídavek antimikrobiálního činidla, což je běžná praxe, 
2) sterilní nebo aseptická výroba a plnění do obalového materiálu, předcházející 
mikrobiální kontaminaci během skladování a používání, 
3) snížení vodní aktivity, to je kontrolování růstu nežádoucích mikroorganismů při 
odstranění vhodného množství vody z kosmetického přípravku. 
 
Konzervační látka je takové chemické činidlo, které za daných podmínek použití zabraňuje 
růstu, přežívání nebo množení mikroorganismů v kosmetickém výrobku. Konzervační látka je 
nedílnou součástí jeho celkového složení a účinek této látky musí být zjišťován spolu 
s ostatními složkami systému. Přídavek konzervační látky je užitečný a nutný především 
u vodných systémů nebo emulzí, hlavně u emulzí s vnější vodnou fází [3]. 
Konzervační látky jsou v kosmetickém výrobku naprosto nezbytnou a nepostradatelnou 
součástí. Současní (dnešní) výrobci kosmetiky mají možnost výběru ze škály nejrůznějších 
konzervačních látek. Konzervanty syntetického původu jsou zatím nejpoužívanějšími 
prostředky, avšak do popředí začínají nastupovat také konzervanty přírodního původu.  
Je mnoho faktorů, které musí být při výběru konzervační látky do naší formule uváženy – 
různé ingredience ve výrobku, hodnota pH, typ balení (obalu výrobku), země, ve které je 
výrobek prodáván, politika společnosti – vyjmenováno jen několik příkladů [11]. 
Nejde pouze o povinný přídavek antimikrobiální látky do výrobku, ale také o testování její 
účinnosti v něm, od výroby a během jeho skladování až do data použitelnosti [4]. 
Velké množství možných kontaminujících mikroorganismů, rozličné obaly, skladovací 
podmínky a obrovská různorodost surových materiálů používaných v kosmetice a drogistice 
stanovuje mnohé požadavky, které nemohou být uspokojeny jedinou látkou použitou 
v přijatelné dávce [11]. 
Formule kosmetických a drogistických prostředků zajišťují dobré podmínky, jako je 
vlhkost a nutriční látky pro mikrobiální růst. I když výrobek neobsahuje žádné životaschopné 
mikroorganismy, když opouští výrobu, přesto může být kontaminován během užívání [12]. 
Kosmetické přípravky jsou aplikovány na kůži, a protože kůže má svou vlastní mikroflóru, 
není nutné vyrábět prostředky, které jsou sterilní a jejichž výroba je ekonomicky náročnější. 
Na druhou stranu, přítomnost velkého množství mikroorganismů v kosmetických přípravcích 
je také nežádoucí, protože kažením výrobku se mohou následně objevit změny ve zbarvení, 
zápach, změna konzistence a emulzní stability nebo se může projevit viditelný růst  [12]. 
Avšak nejdůležitější je, že přítomnost mikrobiálních kontaminantů může tvořit potenciální 
riziko pro lidské zdraví [10].  
Kosmetické společnosti používají vícesložkové konzervační systémy. Optimální 
kombinace různých aktivních látek poskytuje široké spektrum účinku, snižuje riziko 
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nepříznivých toxikologických nálezů, poskytuje výhody při skladování a v neposlední řadě 
nabízí finanční úsporu [11]. 
Přídavek konzervantů do výrobků, multifázových systémů, je kritickým bodem výroby, a 
to z následujících důvodů [4]: 
 
- mnoho konzervantů reaguje s ostatními komponentami přípravku, např. s emulgátory, 
což může vést ke změně viskozity nebo, v horším případě, k oddělení fází, 
- v závislosti na fyzikálně-chemických vlastnostech jsou konzervanty rozděleny mezi 
jednotlivé fáze, což by mohlo vést k přílišnému snížení účinné koncentrace ve vodné 
fázi 
- adsorpce konzervantu na polymery nebo balící materiál; shluknutí nebo tvorba micel by 
mohla také vést k významnému snížení antimikrobiální aktivity.  
 
Pro dostačující ochranu prostředku je požadován vhodně navržený konzervační systém, 
který musí být testován v přípravku s ohledem na účinnost a bezpečnost. Mnoho 
antimikrobiálních látek je znevýhodněno kvůli jejich dráždivému a senzibilizujícímu 
riziku [4]. 
Poznání konzervačních činidel přírodního původu je složitá otázka. Účinnost a bezpečnost 
musí být nejdůležitější, protože mikrobiální kontaminace kosmetického výrobku může 
představovat podstatnou hrozbu pro zdraví spotřebitele [13]. 
  
V této práci je uveden výčet některých používaných konzervačním látek podle názvu INCI. 
Název podle INCI se vztahuje ke společné nomenklatuře pro označování přísad na obalech 
kosmetických prostředků. „INCI“ je zkratkou termínu Intrenational Nomenclature of 
Cosmetic Ingredients. Vztahuje se k novému názvosloví vytvořenému sdružením COLIPA 
vzhledem k nutnosti skutečně mezinárodního přístupu. Název podle INCI může zahrnovat 
několik chemických látek [viz Příloha 9.1]. Dále jsou zde zmíněny především ty silice, 
jejichž účinek byl ověřován v experimentální. 
 
3. 1 Syntetické konzervační látky používané v kosmetických výrobcích 
 
 Pojem „antimikrobiální činidlo“ je hojně používán k označení chemických látek, které 
jsou zahrnuty do kosmetiky nebo čistících prostředků, poskytující jim buď specifický 
baktericidní, nebo bakteriostatický účinek během používání. Druhou funkcí je ochrana 
výrobku během jeho života zajišťující ochranný efekt proti mikrobiálnímu narušení [14]. 
Konzervanty jsou důležitou skupinou chemikálií používaných k inhibici růstu 
mikroorganismů nebezpečných pro průmyslové výrobky. Nejčastěji používanými biocidy jsou 
EPGE (fenoxyethanol), vodný roztok směsi CMI/MI 
(chlormethylisothiazolinon/methylisothiazolinon) v přibližném poměru 3:1, parabeny spolu 
s fenoxyethanolem, který se často používá jako rozpouštědlo parabenů, IU 
(imidazolidinylurea) a „konzervanty-nekonzervanty“ pentan-1,2-diol, pentylenglykol (PG). 
Tyto chemikálie jsou přidávány do léků (např. do vakcín, EPGE), kosmetických krémů a vod, 
domácích detergentů (IU, PG a CMI/MI). In vivo jsou toxické pro mikroorganismy, ale také 
pro člověka [15,16].  
Konzervační látky lze rozdělit do dvou skupin, a to na formaldehydové donory a ty, které 
nemohou tvořit formaldehyd. Skupina, která formaldehyd tvoří, zahrnuje DMDM hydantoin, 
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diazolidinylureu, imidazolidinylureu, Quaternium 15 a parabeny (estery p-hydroxybenzoové 
kyseliny), zatímco konzervanty jako Kathon GC, fenoxyethanol a jodopropynyl- 
butalkarbamát pracují  jiným mechanismem [4].  
Každá látka je účinná v určitých koncentracích, avšak při vysokých koncentracích 
v kosmetickém výrobku mohou způsobovat podráždění. Např. parabeny mohou u některých 
jedinců vyvolat podráždění pokožky. Přecitlivělost se může také objevit, jestliže je výrobek, 
který parabeny obsahuje, aplikovaný na porušenou nebo poškozenou pokožku. 
Následující tabulka Tab. 3.1 uvádí přehled konzervačních látek, jejich nejvyšší povolené 
množství a spektrum účinku.  
 
Tab. 3.1: Klasifikace kosmetických konzervačních prostředků [17, viz Příloha 9.2] 
Chemikálie/ 
Obecný název Chemický název/Původ 
Maximální 
povolená 
koncentrace 
Spektrum aktivity Charakteristiky Výhody/Omezení 
Kyseliny a jejich soli 
Benzoová 
kyselina Benzoová kyselina 
0,5 % 
v přepočtu na 
kyselinu 
Bakterie, kvasinky a 
plísně 
Cenově efektivní, 
nízká toxicita, 
bakteriostatický. 
Účinný pouze při pH 
pod 4. 
Sorbová 
kyselina Sorbová kyselina 
0,6 %   
v přepočtu na 
kyselinu 
Nejvíce účinná proti 
houbám, kvasinkám a 
bakteriím 
Bakteriostatický, 
účinný při pH pod 6. 
Estery 
Methylparaben Methyl-p-hydroxybenzoát  0,4 %  
Účinný proti houbám a 
grampozitivním 
bakteriím 
Nekompatibilní 
s neionogenními a 
kationaktivními 
látkami. Účinný pouze 
při pH pod 7. 
Propylparaben Propyl-p-hydroxybenzoát 0,4 % 
Účinný proti houbám a 
grampozitivním 
bakteriím 
Nekompatibilní 
s neionogenními a 
kationaktivními 
látkami. Účinný pouze 
v kyselém přostředí. 
Butylparaben Butyl-p-hydroxybenzoát 0,4 % 
Účinný proti houbám a 
grampozitivním 
bakteriím 
Nekompatibilní 
s neionogenními a 
kationaktivními 
látkami. Účinný pouze 
při kyselém pH. Velmi 
malá rozpustnost ve 
vodě. 
Kvarterní sloučeniny 
Benzalkonium 
chlorid 
Směs alkyldimethyl-
benzylamonium chloridů 
a) Prostředky 
k péči o vlasy, 
které se 
oplachují (3 % 
jako BAC) 
b) Ostatní 
výrobky (0,1 % 
jako BAC) 
Účinný především proti 
grampozitivním 
bakteriím a některým 
gramnegativním 
bakteriím 
Nekompatibilní 
s anionaktivními 
látkami a proteiny. 
Benzethonium 
chlorid 
Benzyl(dimethyl)(2-{2-[4-
(1,1,3,3-tetramethylbutyl) 
fenoxy]ethoxy} ethyl) 
amonium-chlorid 
0,1 % 
Účinný především proti 
grampozitivním 
bakteriím a některým 
gramnegativním 
bakteriím 
Nekompatibilní 
s anionaktivními,  
neionogenními 
látkami a proteiny. 
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Tab. 3.1: Klasifikace kosmetických konzervačních prostředků [17, viz Příloha 9.2] – 
pokračování 
Chemikálie/ 
Obecný 
název 
Chemický 
název/Původ 
Maximální 
povolená 
koncentrace 
Spektrum aktivity Charakteristiky Výhody/Omezení 
Fenoly 
PCMX p-
chlorometaxylenol 0,5 % 
Účinný proti bakteriím a 
houbám 
Má účinek v širokém 
rozmezí pH. 
Nekompatibilní 
s kationaktivními a 
anionaktivními látkami. 
Triklosan 2-hydroxy-2´,4,4-trichlordifenyl oxid 0,3 % 
Široké spektrum, 
především účinný proti 
E. coli, Proteus, 
Salmonela. Neúčinný 
proti Pseudomonas 
Stabilní při zahřívání. 
Účinný v širokém rozmezí 
pH. Inaktivován 
neionogenními látkami a 
lecithinem. 
Formaldehyd a formaldehydové donory 
Formaldehyd Formaldehyd 
0,2 % (mimo 
prostředky pro 
hygienu úst) 
0,1 % (prostředky 
pro hygienu úst) 
v přepočtu na 
volný 
formaldehyd 
Široké fungicidní a 
baktericidní spektrum 
Účinný v širokém rozmezí 
pH (3-10). Těkavý, vysoce 
reaktivní. Páry jsou 
karcinogenní pro 
hlodavce, omezené použití 
v mycích prostředcích. 
Bronopol 2-bromo-2-
nitropropan-1,3-diol 0,1 % 
Široké spektrum, 
nejméně účinný proti 
kvasinkám a houbám 
Účinný pouze při pH pod 
6. Inaktivován cysteinem a 
hliníkem. Žlutě zbarven 
po vystavení světlu nebo 
zvýšené teplotě 
Ucarcide  Glutaraldehyd 0,1 %  Široké spektrum 
Účinný v širokém rozmezí 
pH. Aktivita zvyšována 
surfaktanty. 
Nekompatibilní s proteiny. 
Quaternium-
15 
cis izomer 1-(3-
chloroallyl)-3,5,7-
triaza-1-
azoniaadamantan 
chlorid 
 0,2 %  
Široké spektrum 
zahrnující Pseudomonas 
a jiné bakterie, kvasinky 
a plísně 
Účinný v širokém rozmezí 
pH. Kompatibilní se 
surfaktanty a proteiny. 
Nestabilní při teplotě nad 
50 °C. 
Diazolidinyl- 
močovina 
1-[1,3-
bis(hydroxymethyl)-
2,5-
dioxoimidazolidin- 
4-yl]-1,3-
bis(hydroxymethyl) 
močovina] 
0,5 % 
Široké spektrum, 
zejména proti 
Pseudomonas, 
bakteriím, kvasinkám, 
plísním a proti 
mutovaným typům 
gramnegativních bakterií 
Účinná sama nebo 
v kombinaci s parabeny. 
Kompatibilní s většinou 
kosmetických složek a 
proteiny. Stabilní do 
teploty 60 °C. 
Imidazolidinyl
-močovina 
3,3'-
bis[3(hydroxymethy
l) -2,5-
dioxoimidazolidin-
4-yl]-1,1'-
methylendimočovi-
na 
0,6 % 
Široké spektrum. Není 
příliš účinný proti 
kvasinkám a houbám 
kromě kombinace 
s parabeny 
Účinná zejména 
v kombinaci s parabeny. 
Kompatibilní se 
surfaktanty a proteiny. 
DMDMH Dimethylol-dimethylhydantoin 0,6 %  
Široké spektrum. Účinný 
proti houbám, bakteriím 
a kvasinkám. 
Účinný v širokém rozmezí 
pH (3,5-10,0). 
Kompatibilní s proteiny. 
Stabilní do teploty 90 °C. 
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Tab. 3.1: Klasifikace kosmetických konzervačních prostředků [17, viz Příloha 9.2] – 
pokračování 
Chemikálie/ 
Obecný název 
Chemický 
název/Původ 
Maximální 
povolená 
koncentrace 
Spektrum aktivity Charakteristiky Výhody/Omezení 
Ostatní 
Benzylalkohol Benzylalkohol 1,0 % Široké spektrum 
Bakteriostatický, těkavý. 
Může být inaktivován 
neionogenními látkami. 
Ethylalkohol Ethanol Přes 15 % Citlivé jsou bakterie a houby 
Optimálně účinný při 
kyselém pH. 
Nekompatibilní 
s neionogenními 
surfaktanty. Je těkavý. 
DCBA 
2,4-
dichlorbenzyl-
alkohol 
0,15 %  
Široké spektrum. Více 
účinný proti 
kvasinkám a plísním 
než proti bakteriím 
Účinný v širokém rozmezí 
pH. Stabilní za normální 
výrobní teploty. 
Synergismus 
s bronopolem 
Kathon CG 
Směs 5-chlor-2-
methyl-isothiazol-
3(2H)-on a 2-
methyl-isothiazol-
3(2H)-on 
0,0015 % (Směs 
v poměru 3:1 CMT 
a MT) 
Široké spektrum. 
Účinný proti houbám, 
kvasinkám a bakteriím 
Účinný v širokém rozmezí 
pH. Kompatibilní se 
surfaktanty. Inaktivován 
při vysokém pH. 
DMO 4,4-dimethyl-1,3-
oxazolidin 0,1 % 
Široké spektrum. 
Účinný proti 
Pseudomonas aureus, 
houbám a bakteriím 
Kompatibilní se 
surfaktanty. Účinný při pH 
6-11. Nestabilní při pH 
pod 6. Nekompatibilní 
s makromolekulárními 
sloučeninami. 
Phenoxetol 2-fenoxyethanol 1,0 % 
Účinný zejména proti 
gramnegativním 
bakteriím 
Vykazuje synergickou 
aktivitu s ostatními 
konzervačními látkami.  
 
 
3. 1. 1 Benzoová kyselina (INCI: Benzoic Acid) 
 
 
Vzorec 1:  Benzoová kyselina (INCI: Benzoic Acid) [2] 
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC: Benzoová kyselina [viz Příloha 9.1] 
 Aplikované formy: 
 
1. kyselina benzoová (CAS: 65-85-0; EINECS: 200-618-2) 
2. benzoát sodný (CAS: 532-32-1; EINECS: 208-534-8) 
 
 
 Chemicky:  Kyselina benzoová je organická kyselina. Její soli nemají účinek, 
konzervační účinek nastává pouze ve formě kyseliny [18].  
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 Rozpustnost:: Rozpustnost kyseliny benzoové ve vodě je 0,2 %, zatímco  benzoát 
sodný má rozpustnost 55 %. Kyselina benzoová je rozpustná v tucích, benzoát sodný 
není. 
 Aktivita: Aktivní je pouze kyselina benzoová. Benzoát sodný je převeden na volnou 
kyselinu snižením pH. Požadovaná aktivita se objevuje při pH < 3. Největší účinnost 
má benzoová kyselina proti houbám, ale ukazuje se určitý účinek i proti bakteriím. Má 
malý účinek proti Pseudomonas. 
 Inaktivátory: Kyselina benzoová je inaktivována neionogenními činidly a rostoucím 
pH. 
 Stabilita: Velmi stabilní 
 Způsob zapracování do výrobku: Benzoát sodný je přidáván do vody a volná kyselina 
je tvořena snižováním pH. 
 Analýza: Kyselina benzoová může být v konečném výrobku analyzována metodou 
HPLC [18]. 
 
Hlavní použití benzoové kyseliny a ve vodě rozpustnějších benzoátů je jako 
antimykotické činidlo. Aktivní formou je nedisociovaná kyselina [19].  
 
3. 1. 2 Sorbová kyselina (INCI: Sorbic Acid) 
 
Vzorec 2: Sorbová kyselina (INCI: Sorbic Acid) [1] 
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC: Hexa-2,4-dienová kyselina [viz Příloha 
9.1] 
 Aplikované formy: 
1. kyselina sorbová (CAS: 110-44-1; EINECS: 2003-768-7) 
2. sorbát draselný (CAS: 590-00-1; EINECS: 246-376-1) 
 
 Chemicky: Kyselina sorbová je nenasycená mastná kyselina s nerozvětveným 
řetězcem. 
 Rozpustnost: Rozpustnost sorbové kyseliny ve vodě je 0,18 %, rozpustnost sorbátu 
draselného je 58,2 %. 
 Aktivita: Aktivita kyseliny sorbové závisí na pH. Požadovaná aktivita je při pH 4,5 
nebo nižším. Je velice účinná proti plísním, kvasinkám a málo účinná  proti většině 
bakterií. 
 Inaktivátory: Nejsnazší cesta, jak inaktivovat kyselinu sorbovou, je zvýšit pH a 
přeměnit ji na její neúčinnou sůl.  
 Stabilita: Je to nenasycená mastná kyselina. Kyselina sorbová může podléhat oxidaci. 
Je citlivá na UV záření a v roztoku se mění její barva na žlutou. 
 Způsob zapracování do výrobku: Přídavkem sorbátu draselného do vody a 
přizpůsobením pH pro přeměnu na volnou kyselinu sorbovou. 
 Analýza: Kyselina sorbová může být v konečném výrobku stanovena metodou HPLC 
[18]. 
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3. 1. 3 Parabeny, estery p-hydroxybenzoové kyseliny (INCI: Parabens) 
 
Vzorec 3: Parabeny, estery p-hydroxybenzoové kyseliny (INCI: Parabens) [2] 
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC: MP (methylparaben) je methyl-4-
hydroxybenzoát, EP (ethylparaben) je ethyl-4-hydroxybenzoát, PP (propylparaben) je 
propyl-hydroxybenzoát, BP (butylparaben) je butyloktyl-salicylát, isopropylparaben je 
isopropyl-4-hydroxybenzoát [viz Příloha 9.1] 
 Aplikované formy: 
 
 methylparaben (CAS: 99-76-3; EINECS: 2023-785-7) 
 ethylparaben (CAS:120-470-8; EINECS: 204-399-4) 
 propylparaben (CAS: 94-13-3; EINECS: 202-307-7) 
 butylparaben (CAS: 94-26-8; EINECS: 202-318-7) 
 isopropylparaben (CAS: 4191-73-5; EINECS: 224-069-3) 
 isobutylparaben (CAS: 4247-02-3; EINECS: 224-208-8) 
 
 Chemicky: Jsou to estery p-hydroxybenzoové kyseliny. Působí antimikrobiálně, ale 
při pH nad 6 existují všechny parabeny ve formě neaktivní soli. 
 Rozpustnost: Viz Tab. 3.2 
 
Tab. 3.2: Rozpustnost parabenů [18] 
Rozpustnost [g na 100 g rozpouštědla] Parabeny Voda (25 °C) Voda (80 °C) Propylenglykol  
Methylparaben 0,25 2,0 22 
Ethylparaben 0,17 0,86 25 
Propylparaben 0,05 0,30 26 
Butylparaben 0,02 0,15 110 
Benzylparaben 0,01 0,05 13 
 
 Aktivita: Omezení použití parabenů je dáno množstvím, které lze rozpustit ve vodě. 
Parabeny jsou účinné pouze ve vodném roztoku. Jsou nejvíce účinné proti houbám. 
Mají účinek proti grampozitivním bakteriím, ale jsou považovány za málo účinné proti 
gramnegativním bakteriím [18]. 
 Inaktivátory: Parabeny jsou inaktivovány (částečně nebo zcela) látkami schopnými 
tvořit vodíkové vazby, jako jsou vysoce ethoxylované sloučeniny – polysorbáty, 
deriváty celulosy, proteiny a lecithin. Mohou být adsorbovány mnoha různými 
absorpčními činidly nebo podobnými sloučeninami. Parabeny mohou být také 
adsorbovány stěnami nádob z polyethylenu, což je nutné uvážit při jejich balení. 
Parabeny jsou závislé na pH. Když vzroste pH, disociují na formu (neaktivních) solí. 
Nejvyšší pH, při kterém vykazují aktivitu, je okolo 8. Ionty železa způsobují při 
nižším pH disociaci [18]. 
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 Stabilita: Parabeny jsou organické estery a podléhají zmýdelnění na para-kyselinu a 
odpovídající alkohol, který je určen odpovídající kombinací teploty, pH a času [18]. 
Parabeny jsou na vzduchu stalé a jsou odolné hydrolýze za horka, ve studené vodě a 
v kyselém prostředí [20]. 
 Způsob zapracování do výrobku: K začlenění parabenů do preparátu je nutné 
rozpustit je ve vhodném rozpouštědle, jako je propylenglykol. Sůl parabenu se přidává 
za laboratorní teploty (soli parabenů jsou velmi dobře rozpustné ve vodě) a pro 
kosmetické použití se přizpůsobuje pH, nebo se práškové parabeny přidávají do vodné 
fáze při teplotě emulgace. Přidávání parabenů do olejové fáze se nedoporučuje, 
protože parabeny jsou účinné pouze ve vodné fázi. Mají tendenci migrovat do olejové 
fáze důsledkem stárnutí a upřednostňují olejovou fázi emulze v poměru 10:1. 
Výsledkem přidávání parabenů do vody před zahříváním je prodloužení času 
potřebného k rozpuštění – parabeny mají tendenci se ve studené vodě shlukovat. 
Protože je obvykle základ přidáván ve stejném okamžiku jako parabeny, může jejich 
zahřívání ve vodě pro jejich rozpuštění vést v anionaktivních emulzích ke zmýdelnění.  
 Analýza: Parabeny jsou ve finálním výrobku snadno stanovitelné HPLC nebo GC. 
Tyto metody bohužel pouze dokazují přítomnost parabenů, neříkají však nic o tom, 
zdali jsou v účinné formě [18,21]. 
 Aktivita: Proti grampozitivním bakteriím a některým houbám; velmi slabé proti 
Pseudomonas. Jsou nejvíce účinné při pH nad 7. Jsou velmi dobře rozpustné ve vodě a 
reagují s anionaktivními složkami a proteiny. Jsou používány v léčivech [18]. 
 
Všeobecné použití parabenů v kosmetice a sprchových přípravcích je stále vysoké díky 
jejich nízké toxicitě, širokému spektru účinku, inertnosti, biodegradabilitě a nízké ceně [22]. 
Methyl- a propylparaben jsou nejčastěji používanými konzervanty v kosmetice a nejčastěji 
používaným konzervačním systémem je právě kombinace methyl- a propylparabenu [23]. 
Parabeny jsou uváděny jako látky, které u některých jedinců po aplikaci na pokožku, 
způsobují kontaktní kožní reakce. Parabeny mají souvislost s případy přecitlivělosti. 
Přecitlivělost se může objevit, když jsou přípravky obsahující parabeny aplikovány na 
poškozenou nebo porušenou pokožku. Uvádí se alergická reakce i při požití parabenů, i když 
přímý důkaz chybí.  
Methylparaben je rychle a zcela vstřebatelný pokožkou a gastrointestinálním traktem. 
Není žádný důkaz o jeho akumulaci. Akutní toxicita studovaná u zvířat ukazuje, že 
methylparaben je prakticky netoxický jak orálním podáním, tak parenterální cestou. Pro 
populaci s normálním typem pokožky je methylparaben prakticky nedráždivý a 
nesenzibilizující. Methylparaben není karcinogenní ani mutagenní. Není teratogenní nebo 
embryotoxický a je negativní v uterotropické zkoušce [24].   
Propylparaben je snadno absorbován přes gastrointestinální trakt a kůží. Akumulace není 
známa. Studie na zvířatech ukazuje, že propylparaben je relativně netoxický jak orálním 
podáním, tak parenterální cestou, i když mírně dráždí pokožku. Není karcinogenní, mutagenní 
nebo klastogenní [25].  
Diagnóza a léčba rakoviny jsou, po mnoho let, hlavními důvody zájmu multi-
disciplinárních výzkumných skupin a jednou z hlavních otázek zahrnujících pochopení 
neobvyklého spouštěcího mechanismu při denním používání chemických výrobků. Parabeny 
(estery 4-hydroxybenzoové kyseliny) jsou sloučeniny často používané jako antibakteriální 
 30 
konzervační látky v mnoha přípravcích osobní péče (např. deodoranty a kosmetika) stejně 
jako ve farmaceutických výrobcích a v potravinách [13]. 
Parabeny nemusí být pouze vstřebány pokožkou, ale mohou v ní také setrvat a ukládat se 
v rakovinné prsní tkáni ve svém původní nedegradované formě [26]. V roce 2004 byly 
parabeny zjištěny v prsním nádoru. Nebylo však dokázáno, zda způsobují rakovinu nebo zda 
jsou jiným způsobem škodlivé.  FDA (Food and Drug Administration) varovala, že účinek 
estrogenu v těle je spojen s určitou formou rakoviny prsu. I když se parabeny chovají podobně 
jako estrogen, je dokázáno, že mají mnohem menší aktivitu než v těle běžně se vyskytující 
estrogen [27].  
I když parabeny vykazují slabé spojení s estrogenními receptory (parabeny vykazují 
přímou vazbu na estrogenní receptory, i když s velmi malým účinkem ve srovnání 
s estradiolem), stále projevují estrogenní účinek. Hypotéza je, že parabeny inhibují estrogen 
sulfotransferázu (SULTs) v pokožce a uplatňují svůj estrogenní efekt - zčásti zvyšují hladinu 
estrogenů. Zkoumání vztahu mezi strukturou parabenů a jejich aktivitou ukázalo, že parabeny 
inhibují sulfataci estrogenu v pokožce a dílčích buňkách jater (estrogeny a androgeny mají 
mnoho protichůdných vlastností, ale oba jsou regulovány sulfatací), ale p-hydroxybenzoová 
kyselina takto nepůsobí. Účinek a rozsah inhibice sulfotransferázy roste se zvyšující se délkou 
esterového řetězce parabenu.  Butylparaben je nejúčinnější inhibitor kožní sulfatace 
estradiolu [28]. 
 
3. 1. 4 Triklosan, TCS (INCI: Triclosan)  
 
 
Vzorec 7: Triklosan, TCS (INCI: Triclosan) [2] 
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC:  5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenol [viz 
Příloha 9.1], 2,4,4´-trichlor-2´-hydroxyfenylether [3] (CAS: 3380-34-5;  
EINECS: 222-182-2 [18]) 
 
TCS je difenylether, který se používá v některých deodorantech, deodoračních a 
antibakteriálních mýdlech [17]. Je nerozpustný ve vodě, ale rozpustný v ethanolu [18] a jeho 
optimální pH leží v rozmezí 4-8. TCS má široké spektrum aktivity proti grampozitivním a 
gramnegativním bakteriím, kvasinkám a plísním, ale nepůsobí proti Pseudomonas [17]. Tato 
sloučenina je inaktivována lecithinem a neionogenními látkami a může se po vystavení světlu 
odbarvit [17,29]. Používá se v prostředcích určených k aplikaci na kůži [18]. 
 
3. 1. 5 Formaldehyd (INCI: Formaldehyde) 
 
 
Vzorec 8: Formaldehyd (INCI: Formaldehyde) [2] 
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 Chemický název nebo název podle IUPAC:  formaldehyd [viz Příloha 9.1]  
(CAS: 50-00-0; EINECS: 200-001-8 [18]) 
 Chemicky: Formaldehyd je aldehyd, který je prodáván jako 37% roztok ve vodě. 
Obvykle obsahuje methanol jako prevenci proti polymeraci. Také se uvádí název 
formalín. 
 Další poznámky: Má senzibilizační účinek a dráždí kůži. 
 Rozpustnost: Rozpustný ve vodě. 
 Aktivita: Nejvíce účinný proti bakteriím, ale vykazuje také dobrou aktivitu proti 
houbám. 
 Inaktivátory: Je inaktivován proteiny a želatinou.  
 Stabilita: Formaldehyd je stabilní při pH 3-9. Je vysoce těkavý a může se z konečného 
výrobku vypařovat při opakovaném otvírání a zavírání nádoby. Je chemicky velmi 
reaktivní a má nepříjemný zápach. Může reagovat s vonnými složkami, amoniakem a 
železem.  
 Způsob zapracování do výrobku: Kvůli jeho těkavosti je nejlépe jej vpracovat za 
studena. 
 Analýza: Metody analýzy formaldehydu jsou diskutabilní stejně jako jeho použití jako 
konzervační látky. Všechny metody zahrnují chemickou reakci molekuly 
s barvotvorným činidlem. Tyto reakce nerozlišují reakci s volným formaldehydem od 
sloučenin, které formaldehyd obsahují a který jsou schopné tímto činidlem uvolnit. 
Nejběžnější je reakce s acetylacetonem, také nazývaná Hantzschova metoda. Metoda 
je založena na reakci s Nashovým reagentem (2,4-pentandion). Další metody analýzy 
formaldehydu zahrnují reakce s kyselinou chromotropovou a hydroxidem sodným 
nebo peroxidem vodíku [18]. 
 
Objevuje se jako volný formaldehyd, jako součást formaldehyd uvolňujících konzervantů a 
nakonec jako formaldehydové pryskyřice [30]. 
Mnoho biocidních aktivních látek (např. formaldehyd), které jsou používány denně, 
snižuje bariérovou funkci pokožky. Pro tyto látky platí, že opakovaná expozice zvyšuje 
propustnost pokožky více než jednorázová expozice. Při vysoké koncentraci je rozdíl mezi 
jednorázovou a opakovanou expozicí poměrně významný [31,32]. 
Volný formaldehyd a formaldehyd uvolňující látky se běžně používají jako konzervační 
látky v kosmetických výrobcích, čistících prostředcích, lokálních léčivech a v průmyslových 
prostředcích, jako jsou barvy, desinfekční prostředky, řezné kapaliny a laky, a často se 
objevuje na formaldehyd přecitlivělost [30,33,34].  
 
3. 1. 6 Bronopol, BNPD (INCI: Bronopol)   
  
 
Vzorec 9: Bronopol, BNPD (INCI: Bronopol) [2]                
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC:  2-brom-2-nitropropan-1,3-diol [viz 
příloha Úřední věstník Evropské unie] (CAS: 52-51-7; EINECS: 200-143-0 [18]) 
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 Chemicky: Reakce nitromethanu se dvěma molekulami formaldehydu a bromace na 
bronopol. Je klasifikován jako alifatický bromovaný diol. 
 Rozpustnost: Rozpustný ve vodě (25 g na 100 g) a v propylenglykolu (14 g na 100 g). 
Je nerozpustný v minerálním oleji, ale má malou rozpustnost v esterech mastných 
kyselin. 
 Aktivita: Široké spektrum působení; nejúčinnější proti bakteriím a velmi málo účinné 
proti houbám. 
 Inaktivátory: Bronopol je inaktivován sloučeninami sulfydrilu a hliníkem. Jsou 
uváděny reakce s dehydrooctovou kyselinou a redukčními činidly jako je thiosíran 
sodný a disiřičitan sodný. 
 Stabilita: Bronopol selhává v alkalickém prostředí a při zvýšené teplotě. Za těchto 
podmínek se může uvolňovat formaldehyd. Při působení světla může být tento rozklad 
doprovázen odbarvením. Použití bronopolu se omezuje kvůli jeho roli při tvorbě 
nitrosaminů. Sám bronopol netvoří nitrosaminy, ale za určitých podmínek má funkci 
nitrozačního činidla.  
 Způsob zapracování do výrobku: Bronopol by se měl pro nejlepší výsledky přidávat 
při teplotě nižší než 40°C a při pH < 7. 
 Analýza: Bronopol může být analyzován HPLC. Jsou uvedeny také další metody. 
Bronopol bude reakcí s acetylacetonem dávat pozitivní odpověď na formaldehyd [18]. 
 
3. 1. 7 Glutaral (INCI: Glutaral) 
 
 
Vzorec 10: Glutaral (INCI: Glutaral) [2] 
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC:  Pentadial [viz Příloha 9.1], 
glutaraldehyd [3] (CAS: 111-30-8; EINECS: 203-856-5 [18]) 
 Aktivita: Působí proti všem mikroorganismům včetně spor. Glutaral by se neměl 
zahřívat, protože má tendenci časem polymerizovat a ztrácet účinnost. Je účinný 
v rozmezí pH 3,5-10 [18]. Je inaktivován amoniakem nebo primárními aminy, což  
zahrnuje také proteiny, při neutrálním až bazickém pH [29]. Glutaral je ve světě hojně 
používán jako sterilační a dezinfekční prostředek [18]. Má korozivní účinek [4]. 
 Stabilita: Citlivý na teplo. Quaternium-15 by nemělo být používáno při teplotě nad 
50°C a při pH pod 4 nebo nad 10. Je známo, že způsobuje zežloutnutí přípravku 
možnou reakcí s citralem, populární vonnou složkou. Vodné roztoky s obsahem nad 
1 % by neměly být skladovány déle než dva týdny. Suchý prášek je hořlavý. 
 
Glutaraldehyd způsobuje silné podráždění očí a dýchacích cest. Opakovaná expozice 
glutaraldehydu může také vést k přecitlivělosti způsobující alergickou kontaktní dermatitidu, 
nejčastěji rukou. Použití glutaraldehydu je obzvlášť rozšířené při sterilizaci nástrojů, k fixaci 
histologických tkání a rentgenových zařízení [35].   
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3. 1. 8 Diazolidinylmočovina (INCI: Diazolidinyl urea)  
 
 
Vzorec 12: Diazolidinylmočovina (INCI: Diazolidinyl urea) [2] 
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC: 1-[1,3-bis(hydroxymethyl)-2,5-
dioxoimidazolidin-4-yl]-1,3-bis(hydroxymethyl)močovina [viz Příloha 9.1]        
(CAS: 784911-02-8; EINECS: 278-928-2 [18]) 
 Chemicky: Diazolidinyl urea (DU) je heterocyklická substituovaná močovina vzniklá 
reakcí allantoinu a formaldehydu v odlišném stupni než imidazolidinylurea. 
 Rozpustnost: Je dobře rozpustná ve vodě, nerozpustná v oleji a rozpustná 
v propylenglykolu.  
 Aktivita: Velmi účinná proti všem bakteriím (dvakrát účinnější než imidazolidinyl 
urea) a má určitý účinek i proti plísním. 
 Inaktivátory: Nejsou známy kromě ředění. 
 Stabilita: Stabilní při pH 2-9. DU se začíná rozkládat při 60 °C, neměla by být 
vystavena teplotám přes 75 °C déle než 1 hodinu. 
 Způsob zapracování do výrobku: Nejlepší způsob je přidávat ji jako vodný roztok. 
 Analýza: V konečném výrobku může být stanovena kapilární elektroforézou. Reakce 
s acetylacetonem dává pozitivní důkaz přítomnosti formaldehydu [18]. 
 
Diazolidinylmočovina (DU), běžně používaná konzervační látka s účinkem proti 
grampozitivním a gramnegativním bakteriím, se často používá ve směsi s antifungálními 
konzervanty, jako jsou parabeny. Pro jejich antifungální účinek mohou být parabeny ve směsi 
nahrazeny organickými kyselinami (kyselina benzoová, sorbová a jejich soli). Avšak  sorbát 
draselný a sorbová kyselina jsou obecně nestálé a nevhodné ke skladování. Kyselina sorbová 
má obecně tendenci měnit barvu. Z tohoto důvodu se preferuje benzoová kyselina, protože má 
menší tendenci zežloutnout. Spojení organických kyselin s DU je prevencí proti ztrátě barvy 
kosmetického výrobku způsobené kyselinou benzoovou a sorbovou. Směs DU, benzoátu 
sodného a sorbátu draselného může být úspěšně použita v kyselém až neutrálním prostředí. 
Tyto nové směsi konzervačních látek jsou přijatelnou alternativou klasických směsí 
obsahujících parabeny a rozpouštědla [36].  
DU je jednou z nejběžnějších senzibilizujících sloučenin [22]. 
 
3. 1. 9 Imidazolidinylmočovina (INCI: Imidazolidinyl urea) 
 
 
Vzorec 13: Imidazolidinylmočovina (INCI: Imidazolidinyl urea) [2]        
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 Chemický název nebo název podle IUPAC: 3,3'-bis[3-(hydroxymethyl)-2,5-
dioxoimidazolidin-4-yl]-1,1'-methylendimočovina [viz Příloha 9.1]  
(CAS: 39236-46-9; EINECS: 254-3728-6 [18]) 
 Chemicky: Imidazolidinylurea (IU) je heterocyklická substituovaná močovina vzniklá 
reakcí allantoinu s formaldehydem. 
 Rozpustnost: IU je dobře rozpustná ve vodě (200 g na 100 g), nerozpustná v olejích a 
má omezenou rozpustnost v propylenglykolu.  
 Aktivita: Velmi účinná proti grampozitivním a gramnegativním bakteriím. Nemá 
žádnou účinek proti houbám [18], následkem toho jsou k zajištění dostatečné ochrany 
výrobku zapotřebí parabeny a další konzervační látky [29]. 
 Inaktivátory: Nejsou známy kromě ředění. 
 Stabilita: Produkt se rozkládá při prodlouženém působení (více než 4 hodiny) 
emulgační teploty. Rozklad může být urychlen také při pH nad 9, není ovlivněn při pH 
pod 8,5. 
 Způsob zapracování do výrobku: Nejsnazší cesta, jak začlenit IU, je vytvořit vodný 
roztok 50:50 a  přidat jej do výrobku po vůni. 
 Analýza: IU je v konečném výrobku velmi obtížně stanovitelná. GC a HPLC metody 
se zdají být dostačující pouze v určitém osvědčeném preparátu. Často se používají 
semikvalitativní kolorimetrické metody. IU reaguje s acetylacetonem a dává pozitivní 
reakci na formaldehyd [18]. 
 
IU, derivát močoviny působí jako formaldehydový donor. Formaldehyd reaguje velmi 
rychle s organickými a anorganickými ionty, amino a sulfito skupinami a skupinami bohatými 
na elektrony a přerušuje metabolické procesy, případně způsobuje smrt organismu. Je zde 
důkaz, že různé methylované sloučeniny jsou potenciálními původci formaldehydu a mohou 
způsobit apoptózu [15]. 
Imidazolidinylurea (IU) a diazolidinylurea (DU) jsou konzervanty často používané 
v kosmetických přípravcích. Jak IU, tak DU jsou dobře známé dráždivé látky a jsou uváděny 
časté případy kontaktní alergické reakce. Jak IU, tak DU uvolňují hydrolýzou  ve vodném 
prostředí malá množství formaldehydu. Je diskutabilní, zda alergická reakce na IU nebo DU 
ja založena na kontaktní alergii na samotnou látku nebo je založena na kontaktní alergii na 
formaldehyd [37]. 
 
3. 1. 10 DMDM hydantoin (INCI: DMDM Hydantoin) 
 
 
Vzorec 14: DMDM hydantoin (INCI: DMDM Hydantoin) [2] 
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC: 1,3-bis(hydroxymethyl)-5,5-
dimethylimidazolidin-2,4-dion [viz Příloha 9.1] (CAS: 6440-58-0;  
EINECS: 229-222-8 [18]) 
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 Chemicky: Je to reakční produkt 2 molů formaldehydu s jedním molem dimethyl-
hydantoinu za vzniku dimethyloldimethylhydantoinu (DMDMH). Původně byl 
připraven jako forma formaldehydu bez zápachu. Komerčně dostupný je v podobě 
55% vodného roztoku, jako bezvodý prášek nebo 55%-ní roztok v propylenglykolu. 
Vodný roztok obsahuje až 2 % volného formalehydu. 
 Rozpustnost: DMDMH je rozpustný ve vodě a v propylenglykolu.  
 Aktivita: Je velmi účinný proti bakteriím, ale málo účinný proti houbám. 
 Inaktivátory: Vykazuje nízkou aktivitu v přítomnosti hydrogensiřičitanů. 
 Stabilita: Je stabilní při pH 3–9 a do teploty 80°C. Při této teplotě se DMDMH 
rozkládá a uvolňuje formaldehyd. 
 Způsob zapracování do výrobku: Do výrobků se snadněji přidává v kapalné podobě. 
Jako prášek by měl být nejprve rozpuštěn ve vodě. 
 Analýza: Běžně používanou metodou je stanovení formaldehydu a jeho přeměna zpět 
na DMDM hydantoin [18]. 
 
3. 1. 11 Benzylalkohol (INCI: Benzyl Alcohol) 
 
 
Vzorec 15 : Benzylalkohol (INCI: Benzyl  Alcohol) [2]    
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC: Benzylalkohol [viz Příloha 9.1]  
(CAS: 100-51-6; EINECS: 202-859-9 [18]) 
 Chemicky: Benzylalkohol je jednoduchý aromatický alkohol. 
 Rozpustnost: Je rozpustný ve vodě až do 3 %. 
 Aktivita: Nejvíce je účinný proti grampozitivním bakteriím. Má určitý účinek proti 
gramnegativním bakteriím a kvasinkám, ale je málo účinný proti houbám. 
 Inaktivátory: Je inaktivován neionogeními činidly. Vykazuje nízkou aktivitu při pH 
nad 7. 
 Stabilita: Působením UV záření pomalu oxiduje na benzoovou kyselinu a 
benzaldehyd. Optimální pH je 5-6. Benzylalkohol má nepatrný anestetický účinek. 
 Způsob zapracování do výrobku: Může být přidáván přímo do vody nebo se používá 
jako rozpouštědlo parabenů. 
 Analýza: Preferovanou metodou je GC [18]. 
 
3. 1. 12 Ethanol, ethylalkohol (INCI: Alcohol) 
 
 
Vzorec 16: Ethanol (INCI: Alcohol) [2]      
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC: Ethanol nebo ethylalkohol [viz Příloha 
9.1] (CAS: 64-17-5; EINECS: 200-578-6 [18]) 
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 Chemicky: Ethylalkohol je také znám jako ethanol. Pojem ethanol se týká čistého 
ethylalkoholu, což je 95% ve vodě. 
 Rozpustnost: Ethanol je kompletně mísitelný s vodou. 
 Aktivita: Je účinný proti všem mikroorganismům, ale míra účinnosti závisí na 
koncentraci. Dezinfekční účinek má koncentrace nad 60 %, celková úmrtnost nastane 
za méně než 1 minutu.  
 Inaktivátory: Pokud koncentrace klesne pod přibližně 15 %, může se stát alkohol 
růstovým médiem. 
 Stabilita: Jedná se o prchavou kapalinu. 
 Způsob zapracování do výrobku: Alkohol se používá jako rozpouštědlo pro mnoho 
kosmetickým aplikací. Výrobky s koncentrací alkoholu vyšší jak 15 % jsou 
samochráněny.  
 Analýza: Preferovanou metodou stanovení ethanolu je GC [18]. 
 
3. 1. 13 Dichlorobenzylalkohol, DCBA (INCI: Dichlorobenzyl Alcohol) 
 
 
Vzorec 17: Dichlorobenzylalkohol, DCBA (INCI: Dichlorobenzyl alcohol) [2] 
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC: 2,4-dichlorobenzylalkohol [viz Příloha 
9.1] (CAS: 64-17-5; EINECS: 200-578-6 [viz Příloha 9.1] 
 
DCBA je chlorovaný aromatický alkohol, který může být použit v širokém rozmezí pH 
(pH 4–10) [29,38]. Ve vodném roztoku postupně podléhá oxidaci. Je nekompatibilní 
s některými anionaktivními a některými neionogenními látkami. DCBA má široké 
antimikrobiální spektrum, ale je spíše účinný proti kvasinkám a plísním [38]. Často se 
používá v kombinaci s formaldehydovými donory [2].  
 
3. 1. 14 Kathon CG (INCI: Methylchloroisothiazolinone; Methylisothiazolinone)  
 
                     
 
 
Vzorec 18: Kathon CG [1] 
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 Chemický název nebo název podle IUPAC: CMI je 5-chlor-2-methyl-2H-isothiazol-3-
on, MI je 2-methyl-2H-isothiazol-3-on [viz Příloha 9.1]; směs 
chlormethylisothiazolinonu (CMI) a methylisothiazolinonu (MI) v poměru 3:1 
 Aplikované formy: 
1. CMI (CAS: 26172-55-4; EINECS: 247-500-7) [viz Příloha 9.1] 
2. MI (CAS: 2682-20-4; EINECS: 220-239-6) [viz Příloha 9.1] 
 
CMI a MI jsou komerčně dostupné jako směs isothiazolinonů společně s vodnými roztoky 
hořečnatých solí. Jsou účinné proti bakteriím, kvasinkám a plísním. Jsou účinné při pH 2-9, 
ale jsou inaktivovány systémy s alkalitou vzrůstající nad pH 8. CMI a MI jsou kompatibilní se 
surfaktanty a emulgátory, ale jsou inaktivovány bělidly, vysokým pH [29] a aminy, včetně 
proteinů [38,39]. Směs CMI/MI je používána jako konzervant v kosmetice a v chemických 
prostředcích, v prostředcích pro domácnost stejně jako v průmyslových prostředcích, jako 
jsou chladící oleje, malířské barvy, čistící roztoky a biocidní přípravky [40]. 
Konzervační systém, který obsahuje jako aktivní složku směs methylisothiazolinonu a 
methylchloroisithiazolinonu, je významnou příčinou alergií, zjištěnou např. v mnoha 
evropských zemích. Ve většině případů je způsobena přípravky tzv. „leave-on“ (nesmývané), 
což jsou například zvlhčující krémy. Používání isothiazolinonů jako konzervantů v „leave-on“ 
výrobcích by mělo být podle některých zdrojů přerušeno [32]. 
Ačkoliv se většina kontaktních alergií týká „leave-on“ kosmetických prostředků, případy 
reakce na „rinse-off“  (smývané) přípravky, jako jsou šampony, jsou také hlášeny [34]. 
 
3. 1. 15 Fenoxyethanol (INCI: Phenoxyethanol) 
 
 
Vzorec 20: Fenoxyethanol (INCI: Phenoxyetanol) [2] 
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC: 2-fenoxyethanol [viz Příloha 9.1], 2-
fenoxyethan-1-ol [29] (CAS: 122-99-6; EINECS: 204-589-7 [viz Příloha 9.1]) 
 
Fenoxyethanol je fenolický derivát se slabou etherickou vůní po růžích [41]. Je rozpustný 
ve vodě, je účinný v širokém rozmezí pH a je kompatibilní s anionaktivními a kationaktivními 
surfaktanty. Může být nepatrně inaktivován neionogenními detergenty [17,29]. Je účinný proti 
gramnegativním bakteriím. Orth a jeho kolektiv [42] pomocí testu zjistili, že systém 
obsahující 0,1-1 % fenoxyethanolu a 0,005-0,1 % Nipastatu (směs methyl-, ethyl-, propyl- a 
butylparabenu) má synergický účinek proti Pseudomonas. 
 
Zde jsou uvedeny některé další konzervační látky pro kosmetiku, například 
methyldibromoglutaronitril a Glydant Plus [3-iodo-2-propylnylbutylkarbamát (IPCB) a 
DMDM hydantoin].  
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3. 1. 16 Methyldibromoglutaronitril, MDGN (INCI: Methyldibromo 
Glutaronitrile)  
 
 
 
Vzorec 21: Methyldibromoglutaronitril (INCI: Methyldibromo Glutaronitrile) [2] 
 
 Chemický název nebo název podle IUPAC: 2-brom-2-(brommethyl)pentandinitril [viz 
Příloha 9.1] (CAS: 35691-65-7; EINECS: 252-681-0 [viz Příloha 9.1]) 
 
Je vysoce účinný antimikrobiální činitel, který byl používán ke konzervaci jak kosmetiky, 
tak toaletních potřeb. Byl dostupný ve formě roztoku složeného 
z methyldibromoglutaronitrilu ve fenoxyethanolu (směs 20:80). Tato konzervační látka měla 
široké antimikrobiální spektrum účinnosti a neobsahovala formaldehyd. Udávalo se, že byl 
kompatibilní s kyselými preparáty, neionogenními surfaktanty a roztoky proteinů [2]. 
Methyldibromoglutaronitril je známý jako významný kosmetický kontaktní alergen [43]. 
MDGN (methyldibromoglutaronitril) byl jednou z látek, které bylo možné podle vyhlášky 
Ministerstva zdravotnictví č. 26/2001 Sb. (v platném znění) o hygienických požadavcích na 
kosmetické prostředky povoleno přidávat do kosmetických prostředků za účelem potlačování 
růstu mikroorganismů. MGDN se používal zejména v kosmetických přípravcích, které se 
oplachují (tzv. rinse-off). Omezení distribuce výrobků s obsahem MDGN stanovovala 
legislativní úprava v zemích EU ze dne 24. 3. 2005. Vyhláška 230/2007 Sb., kterou  se  mění  
vyhláška Ministerstva zdravotnictví č. 26/2001 Sb., použití této látky zcela zakazuje (tato 
konzervační látka je úplně vyškrtnuta ze seznamu látek povolených přidávat do kosmetických 
přípravků).    
 
3. 1. 17   Glydant Plus (INCI: Iodopropynyl Butylcarbamate; DMDM hydantoin) 
                                 
Vzorec 14: DMDM hydantoin [2]       Vzorec 22: Jodopropynyl-butalkarbamát [2]   
 
Jedná se o směs jodopropynyl-butylkarbamátu a DMDM hydantoinu. 
Glydant Plus je širokospektrální konzervační látka, které má účinek proti bakteriím, 
kvasinkám a plísním [2]. Tato konzervační látka je kryta patentem Rosena a Iandoliho. Ti 
tvrdí, že tyto látky mají synergickou antimikrobiální aktivitu – IPBC 
(jodopropynylbutylkarbamát) má vynikající antifungální účinek a DMDM hydantoin má 
antibakteriální účinek [44]. 
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3. 1. 18  Konzervanty jako aktivní složky  
 
Existují tři kategorie výrobků, které jako účinné složky používají chemické látky 
s antimikrobiálním efektem: přípravky proti lupům, antimikrobiální mýdla a deodoranty. 
 
3.1.18.1 Přípravky proti lupům 
 
 Pyrithion zinečnatý, ZPT (INCI: Zinc Pyrithione)  
 Chemický název nebo název podle IUPAC: zink-1-oxo-15-pyridin-2-
thiolát [viz Příloha 9.1], ZPT [18]  
 CAS: 13463-41-; EINECS: 236-671-3 [18] 
 Aktivita: ZPT má silný antifungální účinek. Je velmi málo účinný proti 
Pseudomonas, proto musí být šampony obsahující ZPT chráněny ještě dalšími 
konzervanty [18]. 
 
ZPT je rozpustný ve vodě a do výrobku je zapracován jako disperze. Reaguje 
s chelatačními činidly, oxidačními činidly, UV a viditelným zářením [18].  
 
 Piroctone Olamine  
 Chemický název nebo název podle IUPAC: Sloučenina 1-hydroxy-4-
methyl-6-(2,4,4-trimethylpentyl)pyridin-2(1H)-onu s 2-aminoethan-1-
olem (1:1) [viz Příloha 9.1]  
 
3.1.18.2 Antimikrobiální mýdla 
 
 Triklokarban,TCC (INCI: Triclocarban)  
 Chemický název nebo název podle IUPAC: 1-(4-chlorfenyl)-3-(3,4-
dichlorfenyl)močovina [viz Příloha 9.1] (CAS: 101-20-2;  
EINECS: 202-924-1 [18]) 
 Aktivita: TCC je hlavní antimikrobiální složkou mýdel. Účinek je podobný 
Triclosanu [18]. 
 
 
 Chlordimethylfenol (INCI: Chloroxylenol)  
Používá se do tekutých mýdel [18]. 
 
3.1.18.3 Deodoranty 
 
 Triklosan (INCI: Triclosan)   
Triklosan je antimikrobiální látka, která se používá bezpečně více než třicet let. Do 
kosmetických prostředků se používá jako konzervační přísada (0,3 %), ale i v jiné koncentraci 
pro specifické účely. Výrobky s obsahem Triklosanu v koncentracích povolených legislativou 
jsou i nadále považovány za bezpečné. 
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3. 2   Přírodní konzervační látky 
 
Přírodní antimikrobiální suroviny jsou velmi zajímavé zejména pro výrobu přírodní 
kosmetiky, kde nejsou povoleny suroviny syntetického původu. Přírodní antimikrobiální 
suroviny se dají použít do celé řady kosmetických výrobků a mají široké pole působení, 
používají se například pro své deodorační účinky, na ošetření zraněných a znečištěných míst 
na pokožce, pro ošetření nohou u sportovců a v neposlední řadě k mikrobiální stabilizaci 
kosmetických výrobků, jako jsou např. emulze [45]. 
 
Aktivní sloučeniny pro konzervaci nejsou selektivní a ani by neměly být. Ideálně je jejich 
posláním bojovat se všemi přítomnými mikroorganismy – bakteriemi, kvasinkami a houbami. 
Požadovaný antimikrobiální účinek je řízen několika obecnými principy [13]: 
 
 denaturace membránových proteinů a enzymů (alkoholy), 
 chemická změna enzymů a DNA (aldehydy), 
 oxidace membránových proteinů a enzymů (ozón, H2O2, halogensloučeniny), 
 porušení membránové funkce (organické kyseliny),  
 porušení buněčné membrány (surfaktanty – PAL, alkoholy). 
 
Zhodnocení požadovaných vlastností ideální konzervační látky proti všemu, co se 
v přírodě běžně vyskytuje, vede k závěru, že ideální konzervační látka v přírodě nikdy nebude 
nalezena. Vlastnosti ideální konzervační látky jsou podobné jako u syntetických 
konzervačních látek. Opět se zhodnocuje, zda mají široké spektrum účinnosti, jsou-li účinné 
při nízkých koncentracích, rozpustné ve vodě nebo nerozpustné v oleji, zda jsou bezbarvé a 
bez zápachu, stabilní, s čím jsou kompatibilní, zda jsou skladovatelné, bezpečné, jak je možné 
je analyzovat, čím jsou inaktivovatelné a jaká bude jejich cena [18]. 
 
3.2.1 Esenciální oleje 
 
Po mnoho let vyvolávají esenciální oleje a další extrakty z rostlin zájem jako zdroje 
přírodních látek. Esenciální oleje vykazují antibakteriální, protiplísňové, antivirové, 
insekticidní a antioxidační vlastností. Jsou zdrojem biologicky aktivních sloučenin. Proto lze 
očekávat v těchto olejích různé sloučeniny se všeobecnou specifickou antimikrobiální 
aktivitou a antibiotickým potenciálem [46]. Mnoho esenciálních olejů má pravděpodobné 
použití jako antimikrobiální látky. Jedná se zejména o ty, které obsahují thymol, eucalyptol, 
eugenol a iseugenol, carvacrol apod. Jejich velikou nevýhodou je charakteristická silná vůně a 
některé z nich jsou rovněž v doporučeném dávkování (0,5 % a více) potencionálními 
alergeny [45]. 
Esenciální oleje jsou těkavé, přírodní komplexy sloučenin charakterizované silnou vůní a 
jsou tvořeny aromatickými (vonnými) rostlinami jako seknudární metabolity [47]. 
Esenciální oleje (také zvané těkavé oleje) jsou aromatické olejovité kapaliny, čiré a 
výjimečně zbarvené, rozpustné v tucích a organických rozpouštědlech obecně s nižší hustotou 
než voda, získané z přírodních materiálů (květy, poupata, semena, listy, větviček, kůry, bylin, 
dřeva, ovoce a kořenů). Mohou být získány vymačkáním, fermentací nebo extrakcí, ale 
nejpoužívanější metodou pro komerční výrobu je metoda destilace vodní parou [46,47,48]. 
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Aromatické rostliny a jejich oleje jsou používány jako vonné tyčinky, kolínské vody, 
parfémy, koupelové esence, vlasové vody  a šampony, do kosmetiky a pro medicínské a 
kulinářské aplikace a jako složky desinfekčních prostředků a insekticidů [49,50]. Ať už jsou 
přidávány do koupele nebo masirovány do kůže, inhalovány přímo nebo rozptýleny jako vůně 
v celém pokoji, tyto přírodní aromatické oleje jsou používány po tisíc let k tišení bolesti, 
k péči o pokožku, zmírnění napětí a únavy, k povzbuzení celého těla a k vytvoření pocitu 
uvolnění, což je důležité, když má být pocítěn plný užitek kosmetiky [49].  
Esenciální oleje jsou komplexní přírodní směsi, které mohou obsahovat okolo 20-60 složek 
v  různých koncentracích. Jsou charakterizovány dvěma nebo třemi hlavními komponentami 
v poměrně vysokých koncentracích (20-70 %) ve srovnání s ostatními složkami příromnými 
ve stopových množstvích [47]. 
Esenciální oleje zakomponované do finálního výrobku mu propůjčí mnoho prospěšných 
vlastností, jako je příjemná vůně v parfémech, lesk nebo efektní úprava u přípravků na vlasy, 
zvláčnění a zlepšení elasticity kůže [49]. 
Ačkoliv je biologická aktivita esenciálních olejů známa po staletí, jejich mechanismus 
působení není plně znám. Obecně je jejich účinek výsledkem kombinovaného účinku 
„aktivních“ a „neaktivních“ složek. Tyto neaktivní sloučeniny mohou ovlivňovat resorpci, 
rychlost reakce a dostupnost aktivních sloučenin [49].  
Důležitou charakteristikou esenciálních olejů a jejich složek je jejich hydrofobicita, která 
jim umožňuje oddělit lipidy bakteriální buněčné membrány a mitochondrií, rozrušit buněčné 
struktury a převést je na více propustné [46,51]. 
Studie dokazují, že konzervační systém v kosmetice může být rozšířen použitím směsi 
přírodních esenciálních olejů, majících antibakteriální vlastnosti, ale účinek olejů se liší a 
závisí jak na typu a koncentraci oleje, tak na testovaném mikrobiálním druhu [49].  
Byla publikována studie, ve které z 21 testovaných esenciálních olejů jich 19 vykazovalo 
antibakteriální účinek proti jedné nebo více testovaným bakteriím (byly použity 4 
gramnegativní a 2 grampozitivní bakterie) [46].  Tabulka Tab. 3.3 uvádí 21 esenciálních olejů 
použitých ve studii. 
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Tab. 3.3 : Seznam esenciálních olejů a jejich vlastností [46] 
Obecné jméno Botanický název Vlastnosti 
Anýzový olej 
(anissed oil) Pimpinella anisum 
Proti nadýmání, stimulans, usnadňuje vykašlávání, koření a 
chuťová přísada 
Puškvorcový olej 
(calamus oil) Acorus talamus 
Proti nadýmání, hořký stimulans, hlístopudný a repelent 
proti hmyzu 
Kafrový olej 
(camphor oil) 
Cinnamomuum 
camphora Způsobuje zarudnutí kůže, zubní prášek a kosmetická látka 
Cedrový olej 
(cedarwood oil) Cedrus atlantica 
Antiseptikum, stahující, diuretický, fungicidní, sedativní a 
stimulační účinek 
Skořicová silice 
(cinnamon oil) 
Cinnamomum 
zeylanicum 
Proti nadýmání, žaludeční lék, stahující, stimulační a 
antiseptický účinek 
Citronella olej 
(citronella oil) 
Cymbopogon 
nardus Vonná látka, repetent proti komárům a chuťová přísada 
Hřebíčkový olej 
(clove oil) 
Eugenia 
caryophyllus 
Zubní analgetikum, proti nadýmání, stimulans a 
antiseptikum 
Eukalyptový olej 
(eucalyptus oil) 
Eucalyptus 
globulus 
Dráždivá náplast, antiseptikum, usnadňuje vykašlávání, tiší 
kašel 
Olej pelargónie 
(germanium oil) 
Pelargonium 
graveolens Chuťová přísada a stimulans 
Levandulový olej 
(lavender oil) 
Lavandula 
angustifolia Stimulans a chuťová přísada 
Citronový olej 
(lemon oil) Citrus limon Proti nadýmání, stimulans, voňavá a chuťová přísada 
Olej citronové trávy 
(lemongrass oil) 
Cymbopogon 
citratus 
Chuťová přísada, antiseptikum a deodorant 
Limetkový olej 
(lime oil) Citrus aurantium Žaludeční lék, proti nadýmání a chuťová přísada 
Muškátový ořech 
(nutmeg oil) Myristica fragrans Stimulans, antirevmatický a proti nadýmání 
Pomerančový olej 
(orange oil) Citrus sinensis Žaludeční lék, proti nadýmání a chuťová přísada 
Palmarosa olej 
(palmarosa oil) 
Cymbopogon 
martini 
Kosmetický a antirevmatický prostředek a repelent proti 
hmyzu 
Peprmintový olej 
(peppermint oil) Menta piperita Podporuje trávení, stimulans a tonikum 
Rozmarýnový olej 
(rosemary oil) 
Rosmarinus 
officinalis Proti nadýmání, stimulans a chuťová přísada 
Bazalkový olej  
(basil oil) Ocinum sanctum 
Antibakteriální, insekticidní, stimulans, žaludeční lék a 
vyvolává pocení 
Vetiverový olej 
(vetiver oil) 
Vetiveria 
zizanioides 
Stimulans, chladivý, chuťová přísada, žaludeční lék a 
fixační prostředek 
Libavkový olej 
(wintergreen oil) 
Gaultheria 
fragrantissima Dráždidlo, proti červům a chuťová přísada 
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Skořicový, hřebíčkový a rozmarýnový olej vykazují antibakteriální a protiplísňový účinek. 
Protizánětlivý účinek byl objeven u bazalky. Citronella olej vykazuje inhibiční efekt na plísně 
biodegradující a kontaminující při skladování [46]. 
 
3.2.1.1 Usnová kyselina (INCI: Usnic acid) 
 
 Aktivita: Je účinná především proti grampozitivním bakteriím a velmi 
málo účinná proti gramnegativním bakteriím [18] 
 
Kyselina usnová má protizánětlivé a analgetické účinky, dále působí proti horečce [45]. 
 
 3.2.1.2 Olej ze semen zederachu indického (Neem Seed oil) 
 
 Aktivita: Má silný účinek proti některým bakteriím, ale je velmi málo 
účinný proti většině hub a pseudomonádám [18]. 
 
3.2.1.3 Čajovníkový olej (Tea Tree oil) 
 
 Aktivita: Jeho účinnost jako konzervační látky je velmi malá [16] 
 
Tea tree oil se používá v prostředcích osobní péče, kosmetice, vlasových preparátech a 
tělových krémech a má použití při léčbě mnoha infekcí. Hodně se používá v péči o pleť 
k léčbě vřídků, puchýřů, skvrn, vyrážek, bradavic, spálenin a akné [49]. Alergický potenciál 
nízkých  koncentrací tea tree oleje na zdravou pokožku se předpokládá malý. V ojedinělých 
případech může tea tree olej vyvolat u vnímavých jedinců alergickou kožní odpověď. 
Symptomy jako zarudnutí a svědění kůže v místě aplikace oleje obvykle odezní během 
několika hodin po smytí oleje [49]. Tea tree olej je vyráběn hlavně z Melaleuca 
alternifolia [52]. 
 
3.2.1.4 Skořicový olej (Cinnamon oil) 
 
Mezi testovanými oleji byl skořicový olej nejúčinnějším antibakteriálním činidlem. GC-
MS analýza skořicového oleje identifikovala 38 fytosloučenin [46]. 
Cinnamaldehyd byl hlavní složkou (52,4%), následoval benzaldehyd (12,31%), benzoová 
kyselina (8,2%) a benzylalkohol (2,23%). Zbývající chemické sloučeniny byly ve stopových 
množstvích [46]. 
Cinnamaldehyd je přirozený antioxidant. Může být  začleněn do krémů, pleťových vod, 
kapek apod., které jsou aplikovány zevně na tělo jako léčba onemocnění způsobených 
Aspergillus niger [46]. 
 
3.2.1.5 Rozmarýnová silice (Rozmarýn lékařský, Rosmarinus officinalis ) 
 
Nejdůležitějšími složkami rozmarýny jsou kávová kyselina a její deriváty, jakou je 
rozmarýnová kyselina – tyto sloučeniny mají antioxidační účinky. O rozmarýně se tvrdí, že je 
kondicionérem pro mastné vlasy, výplachem a tonikem, které dává vlasům tvar a lesk a 
vyluhovaná čerstvá nebo sušená rozmarýna a šalvěj mohou být použity jako každodenní 
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oplach při léčbě lupů [49]. Rozmarýnová kyselina (RA) je přírodní fenolická sloučenina, která 
má různé biologické účinky, jako jsou protirakovinné, antibakteriální, protizánětlivé, 
hepatoprotektviní a kardioprotektivní vlastnosti [53]. 
  
3.2.1.6 Tymián obecný (Thymus vulgaris) 
 
Droga obsahuje především silice (thymol, cymol, carvacrol), třísloviny, bioflavonoidy, 
hořčiny a dále spasmolyticky a baktericidně vysoce účinné látky [54]. Olej je výrazně 
antiseptický a protiplísňový a hodně ředěný se dá používat k ošetření ran [55]. 
Je také známo, že eliminuje tvorbu lupů a při použití v „scalp rub“ (masáže pokožky hlavy) 
je prevencí vypadávání vlasů, a oplachy obsahující rozmarýn a tymián podporují přirozené 
zdraví vlasů [49]. 
 
3.2.1.7 Mátová silice (Máta peprná, Mentha pipeta) 
 
Uvádí se, že menthol je odpovědný za antimikrobiální aktivitu M. piperita  [56]. Chemické 
složení esenciálních olejů z Mentha piperita je hodně studováno a ukázalo se, že kvalita 
peprmintového oleje z kultivovaných rostlin různého původu je závislá na poměru mentolu 
(20-54 %), menthonu (5-43 %), methylacetátu (1-29 %) a menthonfuranu (1-8 %) [57].  
Několik studií popisuje kontaktní přecitlivělost na peprmintový olej a jeho složky 
v topických a ústních přípravcích, ale „patch“ testem 4000 pacientů bylo Kanervou a kol. 
zjištěno, že menthol a peprmintový olej nevyvolává alergické nebo dráždivé reakce [58]. 
 
3.2.1.8 Levandulová silice (Levandule lékařská, Lavandula officinalis) 
 
Esenciální oleje destilované z druhů rodu Lavandula jsou používány jak v kosmetice, tak 
pro terapeutické účely po staletí. Jsou hojně používány ve všech typech mýdel, pleťových  
vodách a parfémech. Levandulovému oleji se přisuzuje účinek antibakteriální,  protiplísňový a 
je účinný na popáleniny a kousnutí hmyzem [49]. Hlavními složkami levandulového oleje 
jsou linalool, linalylacetát, 1,8-cineol, β-ocimen (obvykla jak cis, tak trans), terpinen-4-ol a 
kafr [59]. 
 Působí fytoncidně – potlačuje růst bakterií. Levandulový olej působí chladivě na spáleniny 
od slunce a tvoří relaxační a povzbuzující přísadu do koupele. Pro zevní použití se přidává do 
koupelí při špatně se hojících ranách [60]. Při použití levandulového oleje, stejně jako 
ostatních olejů, je sledována možnost vzniku alergické reakce nebo podrážění pokožky při 
jeho použití. Několik studií ukázalo, že kontaktní alergie doprovázející aplikaci levandule je 
mnohem méně častá než po aplikaci dalších olejů, jako je tea tree, zatímco jiné studie říkají, 
že levandule je běžně odpovědná za dermatitidu [59]. 
 
3.2.1.9 Anýzová silice (Bedrník anýz, Pimpinella anisum) 
 
Droga obsahuje silice (až 14 %) (anethol až 90 %, fenchon, estragol, β-caryophyllin, 
linalool, polymery anetholu), kumariny, flavonoidy, lipidy, mastné kyseliny, steroly a 
proteiny. Působí antimikrobiálně [61]. Působí v malých dávkách jako povzbuzující 
prostředek, zmírňuje srdeční, dýchací a trávicí funkce. Má protikřečové účinky a silně 
povzbuzuje působení všech žláz včetně mléčných [62]. 
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3.2.1.10 Eukalyptová silice (Blahovičník eukalyptový, Eucalyptus globulus) 
 
Eukalyptol, také známý jako 1,8-cineol, je hlavní složkou eukalyptového oleje získaného 
z různých druhů Eucalyptus, včetně Eucalyptus globulus a E. polybractea [52]. 
Kosmetické prostředky mohou také obsahovat esenciální oleje jako chladivé složky (např. 
mentholový, kafrový, mátový a eukalyptový olej) a deriváty mentholu, které dávají pokožce 
dlouhotrvající pocit svěžesti [49]. 
Působí protizánětlivě, protiparaziticky. Je to velmi účinný antibakteriální prostředek a 
užívá se při infekcích a průduškových obtížích. V masážních olejích působí hřejivě a má 
uklidňující účinky při revmatických bolestech [63,64]. 
 
3.2.1.11 Terpentýnová silice (Bororvice lesní, Pinus sylvestris) 
 
Sbírají se zejména pupeny. Droga obsahuje silici (a v ní tepreny pinen, felandren, limonen, 
camphen, cadinen, myrcen, sylvestren, caren, cymen, bornylacetát aj.) a dále pryskyřici, 
třísloviny, hořčiny, aromatické kyseliny, vitamín C a další látky. Působení drogy je 
protizánětlivé, usnadňuje vykašlávání, při zevním použití zvyšuje prokrvení pokožky. Zevní 
aplikace se osvědčila při revmatismu a různých kožních vyrážkách [65].  
 
3.2.1.12  Jalovcová silice (Jalovec obecný, Juniperus communis) 
 
Působí jako amarum (rostlinná droga obsahující hořké látky, stimulující sekreci trávicích 
šťáv a povzbuzující chuť k jídlu) a prostředek podporující látkovou výměnu. Lze jej doporučit 
při dně, revmatismu, žlučových a ledvinových kamenech, při zánětu močového měchýře, 
k pročištění krve, při kožních onemocněních, svrabu, vyrážce a také při jaterních chorobách. 
Olej z bobulí se používá při průduškových potížích a bolestech, zatímco smolný olej 
z větviček je prospěšný při léčbě kožních onemocnění [66]. 
 
3.2.1.13   Fenyklová silice (Fenykl obecný, Foeniculum vulgare) 
 
Plod obsahuje mastný olej (10 %), silici (2-6 %, zejména anethol a fenchon), α-pinen, 
camphen, p-cymen, myrcen, limonen, α- a β-phellandren, γ-terpeny, terpinoly a cis-ocimen. 
Uvolňuje spasmy hladkého svalstva [67]. Fenykl je univerzální bylinou pro léčbu na ose 
dýchací orgány – střeva – ledviny – pokožka [68]. 
Tradičně jsou semena fenyklu používána jako protizánětlivé, analgetické, karminativní, 
diuretické a antispasmolytické činidlo. V poslední době je značný zájem o antioxidační 
potenciál a antimikrobiální aktivitu extraktu fenyklových semen a esenciálního oleje [69]. 
 
 
Americká organizace Food and Drug Administration (FDA) většinu esenciálních olejů 
uznává jako bezpečné a klasifikuje je jako přírodní produkty. Doporučené použitelné 
množství esenciálních olejů je dáno Flavour and Extract Manufacturers Association (FEMA), 
British Essence Manufacturers Association (BEMA), Interantional Organization of Flavour 
Industries (IOFI), Research Institut for Fragrance Materials (RIFM), International 
Fragrance Association (IFRA), International Federation of Essential Oils and Aromas 
Trades (IFEOAT) a British Essential Oil Association (BEOA). International Standards 
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Organization (ISO) také uvádí způsob bezpečného skladování esenciálních olejů, což 
zahrnuje požadavky na balení, klasifikaci a značení [49]. 
Přírodní konzervační látky se v přírodě vyskytují běžně, avšak konzervační látky uměle 
vyrobené většinou nemají takové senzibilizující, alergické a dráždivé účinky jako přírodní 
konzervanty. Přírodní látky mohou být senzibilizující z toho důvodu, že se nikdy nepodaří 
vyizolovat samotnou čistou látku. Vždy jsou přítomné doprovodné látky, které mohou být 
potenciálně alergenní nebo dráždivé. 
 
3.3 Nejčastěji používané indikátorové mikroorganismy 
 
Nejčastěji používané indikátorové mikroorganismy nejen pro testování minimální inhibiční 
koncentrace, ale i účinné koncentrace antimikrobiálních látek různého složení, jsou uvedeny 
v Tab.  4.1. 
 
Tab. 4.1: Mikroorganismy, které jsou nejčastěji indikátorovými [70]. 
  
Gram-negativní bakterie Gram-pozitivní bakterie 
Enterobacter gergoviae Staphylococcus aureus 
Escherichia coli Staphylococcus epidermidis 
Klebsiella pneumonie Plísně (plísňové houby) 
Pseudomonas aeruginosa Aspergillus niger 
Pseudomonas fluorescens Penicillium funiculosum 
Pseudomonas putina Kvasinky 
Enterobacter gergoviae Candida albicans 
 
 
3. 4 Mikroorganismy použité jako indikátory inhibičního účinku 
   
3.4.1 Rod Bacillus 
 
Rod Bacillus, v přírodě velmi rozšířený, zahrnuje grampozitivní, aerobní, případně 
fakultativně anaerobní tyčinky [71]. Do tohoto rodu zařazujeme asi 25 druhů [10]. Bakterie 
bývají poměrně velké, o průměru 0,5 – 1,2 µm a jejich délka přesahuje často 10 µm. 
Důležitým znakem tohoto rodu je schopnost tvořit jednu endosporu, s průměrem obvykle 
menším, než je šířka bakteriální buňky. Rod byl rozdělen podle morfologie spory a sporangia 
do 3 skupin. Kultivačně patří tento rod mezi poměrně nenáročné bakterie, snadno rostoucí na 
běžných půdách [71]. Mají bohaté enzymové vybavení, takže mohou rozkládat nejrůznější 
organické sloučeniny. Většina druhů má velmi aktivní amylolytické enzymy, které štěpí 
škrob, řada druhů má pektolytické enzymy, které štěpí rostlinné pektiny, a většina druhů má 
velmi  aktivní proteolytické enzymy, takže se uplatňuje při aerobním a anaerobním rozkladu 
bílkovin [72]. Některé z druhů tohoto rodu jsou producenty antibiotik polypeptidové povahy - 
Bacillus subtilis: bacitracin [10,72]. Jiné druhy tvoří slizovitá pouzdra polysacharidové 
povahy (levany a dextrany), která způsobují nežádoucí nitkovitost pečiva a pšeničného 
chleba. Určité druhy slouží pro průmyslovou přípravu enzymů [72]. Často znečišťují 
vyšetřovaný materiál [10]. 
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V přírodě nejrozšířenější Bacillus subtilis je téměř všudypřítomný. Tvoří poměrně malé 
peritrichní buňky a produkuje několik polypeptidových antibiotik. Bakteriální amylasy 
získané z Bacillus subtilis se uplatňují v pivovarství a v textilním průmyslu, proteinasy se 
používají především do pracích prostředků [72]. Optimální teplota je 35 °C [73]. 
 
 
 
Obr. 3.1: Bacillus subtilis [73] 
 
3.4.2 Rod Penicillium 
 
Vyskytuje se v prostředí velmi často [10]. Příslušníci rodu Penicillium vytvářejí, podobně 
jako aspergily, velmi pestře a rozmanitě pigmentované kolonie [71].  Jeho druhy tvoří kolonie 
s velkým množstvím žlutozelených až modrozelených konidií, které jsou na různých 
potravinách  i na jiném materiálu patrné jako zelené, sametové až moučné povlaky. Okraje 
kolonií, na nichž nejsou spory, jsou bílé [72]. Jejich růst je rovněž velmi rychlý, identifikace 
řady druhů je však pro značnou mnohotvárnost rodu obtížná. Pod mikroskopem rozštěpené 
fialidy s řetízky konidií připomínají štětec – odtud český název penicilií plíseň štětičková 
nebo štětičkovec [71]. 
Podobně jako aspergily i penicilia dovedou tvořit mykotoxiny, a to i některé kmeny 
užívané v potravinářství (při nevhodném skladování zralých sýrů apod.), na což se zapomíná 
[71].  Navíc, stejně jako u aspergilů, konidie penicilií, které se dostanou do dýchacích cest 
astmatiků nebo alergiků, mohou zhoršovat jejich stav mechanickým drážděním [71]. 
Podle uspořádání štětičkovitých konidioforů se druhy tohoto rodu rozdělují do těchto 
skupin [72]: 
1) Monoverticillata 
2) Biverticillata symmetrica 
3) Asymmetrica 
4) Polyverticillata  
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Penicillium chrysogenum je jedním z hlavních zástupců plísní produkujících kyselinu 6-
aminopenicilánovou, důležitou pro výrobu antibiotik [71]. Patří mezi Asymmetrica [72], viz 
Obr. 3.2. 
 
 
Obr. 3.2: Penicillium chrysogenum [74] 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
Cílem experimentální části diplomové práce bylo pozorování růstu indikátorových 
mikroorganismů na živném médiu vhodném pro daný mikroorganismus v závislosti na 
množství zvolených konzervačních látek, porovnání velikosti inhibičních zón různých typů 
konzervantů použitím metody kultivace na tuhém médiu. Doplňkově byla provedena 
identifikace mikroorganismů ze vzduchu, schopných vyrůst na živném médiu (GTK a GKCH 
agar) s přídavkem kosmetické emulze a také na samotné kosmetické emulzi. 
 
4.1 Seznam chemikálií a pomůcek 
 
Chemikálie: 
 
 Sterilovaná voda 
 GTK agar (HIMEDIA, Bombaj, Indie) 
 GKCH agar (HIMEDIA, Bombaj, Indie) 
 Sladina (pivovar STAROBRNO, a.s., Brno, ČR) 
 Bakteriologický agar (HIMEDIA, Bombaj, Indie) 
 Živný bujón č. 2 (HIMEDIA, Bombaj, Indie) 
 Emulgel (AROMATICA, s r.o., Šlapanice, ČR) 
 Emulze v/o (AROMATICA, s r.o., Šlapanice, ČR) 
 Emulze o/v (AROMATICA, s r.o., Šlapanice, ČR) 
 Methylparaben (M+H, Míča a Harašta s r.o., Blansko, ČR) 
 Butylparaben (ACE Trade s r.o., Ústí nad Orlicí, ČR) 
 Bronopol (ACE Trade s r.o., Ústí nad Orlicí, ČR) 
 Fenoxyethanol (ACE Trade s r.o., Ústí nad Orlicí, ČR) 
 Ultracide MI 09 = Methylisothiazolinon (ACE Trade s r.o., Ústí nad Orlicí, ČR) 
 Imidazolidinylurea (M+H, Míča a Harašta s r.o., Blansko, ČR) 
 Eukalyptový olej (AROMATICA, s r.o., Šlapanice, ČR) 
 Anýzový olej (AROMATICA, s r.o., Šlapanice, ČR) 
 Jalovcový olej (AROMATICA, s r.o., Šlapanice, ČR) 
 Levandulový olej (AROMATICA, s r.o., Šlapanice, ČR) 
 Mátový olej (AROMATICA, s r.o., Šlapanice, ČR) 
 Fenyklový olej (AROMATICA,s r.o., Šlapanice, ČR) 
 Terpentýnový olej (AROMATICA, s r.o., Šlapanice, ČR) 
 Rozmarýnový olej (AROMATICA, s r.o., Šlapanice, ČR) 
 Parafínový olej (M+H, Míča a Harašta s r.o., Blansko, ČR) 
 
Pomůcky: 
 
 Váhy - AND, HL-200i, max 200 g, d = 0,1 g, A&D INSTRUMENT LTD, 
Abingdon, Velká Británie 
 Autokláv - BMT, Vaposteri, Elizabeth Pharmacon spol. s r.o., Praha, ČR 
 Sterilátor - Raven oven 2, Greenfield, Oldham, Velká Británie 
 Termostat 37 °C – Memmert, Schwabach, Německo 
 Termostat 27 °C – Chirana, Praha, ČR 
 Automatická pipeta (1-10 ml) - GILSON, Middleton, USA 
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 Automatická pipeta (1-5 ml) - Finnpipette, ThermoLabsystems, Cheshire, Velká 
Británie 
 Automatická pipeta (10-100 µl) - BIOHIT, Helsinky, Finsko 
 Automatická pipeta (0,5 -10 µl) - Proline, BIOHIT, Helsinky, Finsko 
 Laboratorní mikroskop - MERCI, s.r.o., Brno, ČR 
 Děrovačka 
 Temperovaná třepačka - HEIDOLPH, Inkubator 1000, Unimax 1010, Schwabach, 
Německo 
 Turbidimetr TN-100, EUTECH Instruments, Singapur 
 Běžné laboratorní sklo 
 Sterilní plastové Petriho misky průměru 9 mm 
 Whatman filtrační papír no. 1 
 
4.2 Indikátorové mikroorganismy 
 
 Kmen plísně Penicillium chrysogenum 
CCM 8034: původ ze sbírky mikroorganismů CCM – Česká sbírka mikroorganismů, 
Masarykova univerzita, Brna, Česká republika 
 
 Kmen bakterie Bacillus subtilis 
CCM 1999: původ ze sbírky mikroorganismů CCM – Česká sbírka mikroorganismů, 
Masarykova univerzita, Brna, Česká republika 
 
Kultury indikátorových mikroorganismů byly na šikmých agarech uchovávány a 
přeočkovávány při optimální teplotě pro daný mikroorganismus, tj. 25 °C pro Penicillium 
chrysogenum i pro Bacillus subtilis. Pro bakterie byl připravován šikmý agar z GTK agaru, 
pro plíseň sladinový agar. 
 
4.3 Kultivační média 
 
4.3.1 Médium pro kultivaci Bacillus subtilis a pro stanovení mikroorganismů ze vzduchu 
 
M-9: GTK agar - médium pro kultivaci bakterií a kvasinek ze vzduchu 
 
Enzymatický kazeínový hydrolyzát…………………..5,0 g 
Kvasničný autolyzát…………………………………..2,5 g 
Glukóza……………………………………………….1,0 g 
Agar………………………………………………….15,0 g 
Destilovaná voda…………………………………..1000 ml 
pH………………………………………………….7,0 ± 0,2 
 
Příprava dle pokynů výrobce (HIMEDIA, Bombaj, Indie): Bylo naváženo 23,5 g  přípravku 
do 1000 ml destilované vody a zahříváno do úplného rozpuštění. Poté se sterilizovalo 
v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut. Konečné pH  (při 25 °C) bylo 7,0 ± 0,2. 
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4.3.2 Médium pro stanovení mikroorganismů ze vzduchu 
 
M-910: GKCH agar (Agar s glukózou, kvasničným autolyzátem a    chloramfenikolem) - 
médium pro kultivaci plísní ze vzduchu s chloramfenikolem potlačujícím růst bakterií 
 
Kvasničný extrakt……………………………………..5,0 g 
Glukóza………………………………………………20,0 g 
Chloramfenikol………………………………………..0,1 g 
Agar………………………………………………….14,9 g 
Destilovaná voda…………………………………..1000 ml 
pH………………………………………………….6,6 ± 0,2 
 
Příprava dle pokynů výrobce (HIMEDIA, Bombaj, Indie): Bylo naváženo 40,0 g  přípravku 
do 1000 ml destilované vody a zahříváno do úplného rozpuštění. Poté bylo sterilizováno 
v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut. Konečné pH  (při 25 °C) bylo 6,6 ± 0,2. 
 
4.3.3 Médium pro kultivaci a růst Penicillium chrysogenum 
 
M-5: Sladinový agar – médium pro růst Penicillium chrysogenum 
 
Pivovarská sladina ředěná na 7° dle Ballinga………….1000 ml 
Bakteriologický agar (Himedia, India)…………………..20,0 g 
 
Příprava [75]: Po krátkém rozvaření agaru se vše sterilizovalo autoklávováním při teplotě 
121 °C po dobu 15 minut. Hodnota připravovaného média byla 6,6 - 6,8. 
 
4.3.4 Tekuté živné médium - stanovení růstové křivky Bacillus subtilis 
 
M-4: Živný bujón č.2 – tekuté médium pro kultivaci Bacillus subtilis 
 
Masový extrakt (sušina)…………..10,0 g 
Pepton pro bakteriologii………..…10,0 g 
Chlorid sodný……………………....5,0 g 
Destilovaná voda……………….1 000 ml 
pH………………………………7,4 ± 0,2 
 
Příprava [75]: 25,0 g živného bujónu č. 2 se rozpustilo za tepla v 1000 ml purifikované 
vody. Po důkladném rozpuštění se půda podle požadavku plnila do zkumavek nebo vhodně 
zvolených nádob a sterilizovala se 20 minut při 115 °C. 
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4.3.5 Kosmetické emulze 
 
4.3.5.1 Emulgel 
Emulgel byl připraven ve spolupráci s firmou AROMATICA, s r.o., Šlapanice. Výčet 
ingrediencí je uveden v Tab. 4.1. 
 
Tab. 4.1: Složení emulgelu a množství potřebné na přípravu 100 g emulgelu   
Název ingredience (INCI) Množství složky na 100 g emulgelu  
Demineralizovaná voda (Aqua) 98,3 
Parafínový olej (Mineral oil) 0,8 
Isopropylmyristát (Isopropyl Myristate) 0,6 
Gelotvorná přísada (Sodium Polyacrylate, 
Hydrogenated Polydecene, Tridecth-6) 0,3 
 
Vodivost demineralizované vody…6,5 µS.cm-1. 
 
Příprava: Nejprve se rozpustil emulgátor v olejové fázi. Obě fáze se zahřály přibližně 
na 70 °C a olejová fáze se postupně vmíchala do stejně teplé vodné fáze. Emulgace probíhala 
při 70-30 °C za intenzivního míchání v emulgačním zařízení a za postupného přidávání 
gelotvorné přísady. 
 
4.3.5.2 Emulze o/v 
Emulze o/v byla připravena ve spolupráci s firmou AROMATICA, s r.o., Šlapanice. Výčet 
ingrediencí je uveden v Tab.  4.2.  
 
Tab. 4.2: Složení emulze o/v a množství ingrediencí potřebné na přípravu 100 g emulze o/v. 
Název ingredience (INCI) Množství složky na 100 g emulze o/v  
Demineralizovaná voda (Aqua) 80,5 
Parafínový olej (Paraffinum Liquidum) 10,0 
Cetearyl alkohol (Cetearyl Alcohol) 5,0 
Ceteareth - 25 (Ceteareth - 25) 3,0 
Glycerin (Glycerine) 1,5 
 
Vodivost demineralizované vody…6,5 µS.cm-1. 
 
Příprava: Nejprve se rozpustil emulgátor v olejové fázi. Obě fáze se zahřály na  cca 70 °C 
a poté se olejová fáze postupně vmíchala do stejně teplé vodné fáze. Emulgace probíhala při 
70-30 °C za intenzivního míchání v emulgačním zařízení. 
 
4.3.5.3 Emulze v/o 
Emulze o/v byla připravena ve spolupráci s firmou AROMATICA, s r.o., Šlapanice. Výčet 
ingrediencí je uveden v Tab. 4.3.  
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Tab. 4.3: Složení emulze v/o a množství ingrediencí potřebné na přípravu 100 g emulze v/o. 
Název ingredience (INCI) Množství složky na 100 g emulze v/o  
Demineralizovaná voda (Aqua) 42,7 
Parafínový olej (Paraffinum Liquidum) 50,0 
ABIL WE 09 (Polyglyceryl - 4 
Isostearate, Cetyl PEG/PPG - 10/1 
Diemthicoone, Hexyl Laurate) 
5,0 
Včelí vosk (Beeswax) 2,0 
Chlorid sodný (Sodium chloride) 0,3 
Aerosil 200  0,2 
 
Vodivost demineralizované vody…6,5 µS.cm-1. 
 
Příprava: Obě fáze se zahřály na teplotu cca 70 °C. Do přefiltrované a zahřáté olejové fáze 
s emulgátorem se za intenzivního míchání postupně vnášela vodná fáze o stejné teplotě. Po 
spojení obou fází se směs míchala za mírného chlazení do teploty 35 až 25 °C. 
 
4.4 Použité metody 
 
4.4.1 Difúzní plotnové testy  
  
Tyto testy se zakládají na difúzi účinné látky v agaru, který se předtím naočkuje 
testovacími mikroorganismy. Účinné látky se aplikují na agarovou plotnu v discích filtračního 
papíru. Na plotny se kladou disky namočené do filtrátů nebo extraktů. Účinné látky difundují 
z místa aplikace do okolí a inhibují růst testovacího mikroorganismu. V okolí disků, které 
obsahovaly účinné látky, se utvořily inhibiční zóny. Průměr inhibičních zón byl měřen v 
milimetrech [59,76,77]. 
 
Pracovní postup: 
Testovací (indikátorové) kmeny byly naočkovány na šikmý agar, kde se nechaly pomnožit.   
Do zkumavky s nakultivovanou kulturou indikátorového mikroorganismu bylo 
napipetováno sterilní pipetou 5 ml sterilované vody. Poté byla kultura uvolněna z agaru do 
roztoku pomocí bakteriologické kličky. Tato mikrobiální suspenze byla převedena do sterilní 
zkumavky. K suspenzi ve zkumavce bylo sterilní pipetou napipetováno 10 ml agaru (GTK pro 
bakterii, sladinového pro plíseň), vše bylo přelito na Petriho misku a krouživým pohybem 
promícháno. Po zatuhnutí byly na povrch každé misky aplikovány 4 papírové disky (viz Obr. 
4.1), velikosti 6 mm, napuštěné připravenými, různě koncentrovanými roztoky konzervačních 
látek (disky 1-4 napuštěny vzestupně dle koncentrace, tzn. disk č. 1 koncentrací nejnižší, 
naopak disk č. 4 koncentrací nejvyšší) a takto připravené Petriho misky 
obsahující mikrobiální kulturu a konzervační látku se daly kultivovat.  
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Obr. 4.1: Rozložení disků na Petriho misce 
 
Kultivace probíhala za laboratorní teploty po dobu 10 dní, pozorování antimikrobiální 
aktivity a měření velikosti inhibičních zón v okolí jednotlivých disků se provádělo pomocí 
pravítka každý třetí, pátý, sedmý a desátý den (viz Obr. 4.2). 
 
 
Obr. 4.2: Měřený průměr inhibičních zón [77] 
 
Papírové disky 
 
Papírové disky byly vyrobeny z filtračního papíru pomocí děrovačky. Velikost každého 
disku byla 6 mm. Každý disk byl očíslován. Disky se poté sterilovaly v Petriho misce při 
130 °C po dobu 3 hodin. 
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4.4.2 Modifikovaná difúzní metoda  
 
Tato metoda je založena na stejném principu jako disková difúzní metoda, tedy na difúzi 
roztoku konzervační látky v agaru. Konzervační látky byly aplikovány do agarové plotny 
vpíchnutím 5 µl konzervantu pomocí automatické pipety. Takto připravené agarové plotny se 
daly kultivovat za laboratorní teploty a kontrolní měření velikosti inhibičního účinku bylo 
provedeno pomocí pravítka každý 3., 5., 7. a 10. den. 
 
Výpočty: 
 Výpočet celkového průměru růstové plochy  x :    
 
n
x
x
i∑
=                                                          (4.1) 
 
n….počet měření 
xi…průměr inhibiční zóny (mm) 
 
  
Výpočet směrodatné odchylky s: 
 
1
)( 2
−
−
=
∑
n
xx
s
i
                                                   (4.2) 
 
4.4.3 Stanovení růstové křivky Bacillus subtilis 
 
V této části práce bylo připraveno 7 Erlenmayerových baněk, z nichž každá obsahovala 
100 ml tekutého média (živný bujón č.2). Takto připravené baňky byly každá zaočkována 
20 ml bakteriální suspenze Bacillus subtilis.  
Jednotlivé suspenze mikroorganismů byly připraveny stejným způsobem jako v kapitole 
4.4.1, a poté slity do jediné sterilní Erlenmayerovy baňky, odkud byl daný objem 
rozpipetován do připravených 7 Erlenmayerových baněk.. 
Pro měření jedna baňka obsahovala pouze suspenzi mikroorganismu v tekutém médiu, do 
ostatních byly dále přidány syntetické konzervační látky v množství odpovídající nejvyšší 
přípustné dávce konzervantu dle vyhlášky č. 26/2001 Sb. v platném znění, kromě 
methylparabenu a butylparabenu. Rozpustnost těchto látek neumožnila tak vysoký přídavek 
do média se zaočkovanou suspenzí, proto bylo přidáno pouze takové množství, které ještě 
bylo možné rozpustit. Přídavky jednotlivých konzervačních látek byly v následujícím 
množství:  
 
 Bronopol 0,1 % hmot. 
 Fenoxyethanol 1 % obj. 
 Methylisothiazolinon 0,15 % obj. 
 Imidazolidinyl urea 0,6 % hmot. 
 Methylparaben 0,1 % hmot. 
 Butylparaben 0,01 % hmot. 
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Takto připravené Erlenmayerovy baňky byly umístěny na temperovanou třepačku, kde 
probíhala kultivace při  37 °C po dobu sedmi dní. Každý den bylo z každé baňky odebráno 
10 ml a proměřena intenzita zákalu daného roztoku turbidimetrem. U roztoků, jejichž hodnota 
překračovala horní mez měřenou přístrojem, bylo médium ředěno sterilní vodou v poměru 
1:1. Hodnoty intenzity zákalu byly zaznamenány do tabulky a graficky znázorněny. 
Nepolární silice se špatně rozpouštějí ve vodě, a proto je potřeba do živných médií přidávat 
různé látky jako rozpouštědla (PEG, Tween, DMSO, EtOH). Tyto látky sice mnohdy vyřeší 
problém rozpustnosti, ale mohou mít negativní vliv na výsledky [78]. Z důvodu nutnosti 
použití rozpouštědla nebyly silice do tekutého média přidány a nebyl sledován jejich účinek. 
 
4.4.4 Mikroskopický rozbor mikroorganismů ze vzduchu 
 
V této části práce byly připraveny nativní preparáty plísní, které byly během 2 týdnů 
nakultivovány na GKCH a GTK agaru s přídavkem kosmetických emulzí (3ml emulze + 15 
ml média a 5 ml emulze + 15 ml média), a také preparáty plísní, které narostly v a na 
kosmetické emulzi. Nativní preparáty plísní byly pozorovány v laktofenolu. Zvětšení použití 
k pozorování bylo 16x40 = 640x zvětšeno. Preparáty byly připraveny následovně:  
 
Pracovní postup:  
Pomocí sterilního háčku se asepticky odebrala část mycelia z povrchu nebo z živné půdy 
(resp. emulze) a přenesla se do kapky laktofenolu na čistém podložním sklíčku. V případě, že 
nešlo mycelium odebrat, bylo odebráno i s částí živného média, které se potom 
odpreparovalo. Jednotlivé hyfy se uvolnily do kapaliny pomocí sterilní preparační jehly a 
takto připravený preparát se přikryl krycím sklíčkem. Poté se provedlo samotné 
mikroskopování. 
 
Dále bylo připraveno také několik fixovaných preparátů z kolonií bakterií, vyrostlých na 
miskách, a obarvených dle Grama. Preparáty byly pozorovány imerzním objektivem. Použité 
zvětšení bylo 16x100 = 1600x zvětšeno. 
 
Pracovní postup: 
Do středu podložního sklíčka se nanesla kapka sterilní vody, do níž se vneslo malé 
množství kultury. Po vysušení na vzduchu a fixování nad plamenen se preparát převrstvil na 
20 sec. roztokem krystalové violeti. Po ukočení barvení se krystalová violeť opatrně slila a 
preparát se opláchl tekoucí vodou. Dále se preparát převrstvil asi na 1 min. Lugolovým 
roztokem. Po 1 min. působení se Lugolův roztok opatrně slil a opláchl se stejným směrem 
vodou. Poté se preparát odbarvoval na 20 až 30 sec.  96% ethanolem. Oplachoval se tak 
dlouho, pokud barvivo odcházelo a ihned se opláchl vodou. Dobarvování se provádělo 
roztokem karbolguchsínu po dobu 1 min.  Po ukončení dobarvování následovalo opláchnutí 
preparátu tekoucí vodou a po usušení na vzduchu bylo možné preparát pozorovat pod 
mikroskopem, nejlépe v olejové imerzi [75]. 
 
4.5 Použité konzervanty  
 
Použité konzervační látky  byly připraveny ze sterilizované vody a práškové nebo kapalné 
formy konzervační látky. Konzervanty byly připraveny v objemu 10 ml. Pro každý 
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konzervant byly připraveny čtyři různé koncentrace volené tak, aby nejvyšší připravená 
koncentrace daného konzervantu byla nejvyšší přípustnou koncentrací dle vyhlášky č. 
26/2001 Sb. v platném znění, o hygienických požadavcích na kosmetické prostředky, 
o náležitostech žádosti o neuvedení ingredience na obalu kosmetického prostředku a 
o požadavcích na vzdělání a praxi fyzické osoby odpovědné za výrobu kosmetického 
prostředku (vyhláška o kosmetických prostředcích, Příloha 9.2, [79]).  K přípravě bylo 
použito sterilizované vody a parafínového oleje. 
Jednotlivé syntetické konzervační látky a přírodní silice byly znovu připraveny také ve 
vyšších koncentracích, jelikož účinek některých látek nebyl při prvně zvolené koncentraci 
dostatečný, prokazatelný.  
 
4.5.1 Syntetické konzervační látky 
 
Roztoky syntetických konzervačních látek (viz Bezpečnostní listy [80-85]) byly 
připravovány ve sterilní vodě. Pro ověření účinku syntetických konzervantů bylo pro každý 
konzervant připraveno 5 Petriho misek při použití roztoků do nejvyšší povolené koncentrace. 
Při ověřování účinku koncentrovanějších roztoků byly připravovány již jen 3 Petriho 
misky pro každou konzervační látku, přičemž pro methylparaben a butylparaben 
koncentrovanější roztoky nemohly být připraveny, jejich rozpustnost ve vodě přípravu 
neumožnila. 
 
4.5.1.1 Methylparaben:  
 
Nejvyšší přípustné množství ve finálním výrobku dle vyhlášky č. 26/2001 Sb. v platném 
znění je 0,4 % hmot. [79, Příloha 9.2]. 
Koncentrace použité k pozorování inhibičního účinku dané konzervační látky – 0,1 %; 
0,2 %; 0,3 %; 0,4 % hmot. Toto množství odpovídá 1 mg.ml-1, 2 mg.ml-1, 3 mg.ml-1 a 
4 mg.ml-1. 
Jeho praktické použití při vyšších množstvím než zde uvedeném je výrazně omezeno jeho 
poměrně malou rozpustností. 
 
4.5.1.2 Imidazolidinylurea 
 
Nejvyšší přípustné množství ve finálním výrobku dle vyhlášky č. 26/2001 Sb. v platném 
znění je 0,6 % hmot. [79, Příloha 9.2]. 
Koncentrace použité k pozorování inhibičního účinku – 0,1 %; 0,2 %; 0,4 %; 0,6 %. Toto 
množství odpovídá 1 mg.ml-1, 2 mg.ml-1, 4 mg.ml-1 a 6 mg.ml-1. 
Zvýšené koncentrace pro ověření inhibičního účinku (10-ti, 20-ti a 30-ti násobek nejvyšší 
povolené koncentrace) – 6 %, 20 %, 30 %. Toto množství odpovídá 60 mg.ml-1, 120 mg.ml-1 
a 300 mg.ml-1. 
 
4.5.1.3 Bronopol 
 
Nejvyšší přípustné množství ve finálním výrobku dle vyhlášky č. 26/2001 Sb. v platném 
znění je 0,1 % hmot. [79, Příloha 9.2]. 
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Koncentrace použité k pozorování inhibičního účinku – 0,04 %; 0,06 %; 0,08 % a 0,1 %. 
Toto množství odpovídá 0,4 mg.ml-1, 0,6 mg.ml-1, 0,8 mg.ml-1 a 1 mg.ml-1. 
Zvýšené koncentrace pro ověření inhibičního účinku (10-ti, 50-ti a 100 násobek nejvyšší 
povolené koncentrace) – 1 %, 5 %, 10 %. Toto množství odpovídá 10 mg.ml-1, 50 mg.ml-1 a 
100 mg.ml-1. 
 
4.5.1.4 Fenoxyethanol 
 
Nejvyšší přípustné množství ve finálním výrobku dle vyhlášky č. 26/2001 Sb. v platném 
znění je 1,0 % obj. [79, Příloha 9.2]. 
Koncentrace použité k pozorování inhibičního účinku – 0,3 %; 0,5 %; 0,7 % a 1,0 %. Toto 
množství odpovídá 3 µl.ml-1, 5 µl.ml-1, 7 µl.ml-1 a 10 µl.ml-1. 
Jeho praktické použití při vyšších koncentracích než zde uvedeném je omezeno jeho 
(poměrně malou) rozpustností. 
Zvýšené koncentrace pro ověření inhibičního účinku (1, 1,5 a 2 násobek nejvyšší povolené 
koncentrace) – 1 %; 1,5 %; 2 %. Toto množství odpovídá 1 mg.ml-1, 2 mg.ml-1, 3 mg.ml-1 a 4 
mg.ml-1. 
 
4.5.1.5 Ultracide MI 09  
 
Jedná se o konzervační látku methylisothiazolinon, jež je komerčně dodávána jako 9 % 
roztok pod názvem Ultracide MI 09 (vyrábí společnost UltraQuímica Especialidades 
Químicas, Lda., Lisabon, Portugalsko). 
Nejvyšší přípustné množství methylisothiazolinonu ve finálním výrobku dle vyhlášky č. 
26/2001 Sb. v platném znění je 0,01 % obj. [79, Příloha 9.2].  
Doporučená dávka přípravku Ultracide MI 09 pro „leave – on“ a „rinse-off“ prostředky je 
0,05 – 0,15 %, což, co do množství aktivní složky (MT), splňuje požadavky normy.  
Koncentrace použité k pozorování inhibičního účinku – 0,12 %; 0,13 %; 0,14 % a 0,15 %. 
Toto množství odpovídá 1,2 µl.ml-1, 1,3 µl.ml-1, 1,4 µl.ml-1 a 1,5 µl.ml-1. 
Zvýšené koncentrace pro ověření inhibičního účinku (10-ti, 50-ti a 100 násobek nejvyšší 
povolené koncentrace) – 1,5 %; 7,5 %; 15 %. Toto množství odpovídá 15 µl.ml-1, 75 µl.ml-1 a 
150 µl.ml-1. 
 
4.5.1.6 Butylparaben 
 
Nejvyšší přípustné množství ve finálním výrobku dle vyhlášky č. 26/2001 Sb. v platném 
znění je 0,4 % hmot. [79, Příloha 9.2]. 
Koncentrace použité k pozorování inhibičního účinku – 0,01 %; 0,02 %; 0,03 % a 0,04 % 
hmot. Toto množství odpovídá 0,1 mg.ml-1, 0,2 mg.ml-1, 0,3 mg.ml-1 a 0,4 mg.ml-1. 
Koncentrace pro butylparaben byly připraveny o řád nižší než u methylparabenu, jelikož 
rozpustnost butylparabenu ve vodě je velmi nízká (viz. Tab. 3.2, kap. 3.1.3). 
 
4.5.2 Přírodní konzervační látky 
 
Přírodní antimikrobiální látky (viz Produktové listy [86-93]) byly připraveny v objemu 10 
ml, koncentrace byly u všech zvoleny shodně, a to 0,1 %; 0,3 %; 0,5 % a 0,7 % obj. Přírodní 
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silice jsou s vodou nemísitelné, proto bylo pro přípravu použito parafínového oleje. Přírodní 
konzervační látky mohou mít při vyšším množství (0,5 % a výše) alergizující účinek, proto 
byly koncentrace voleny nejvýše do množství 0,7 %. Pro ověření účinku přírodních 
konzervantů byly pro každou látku připraveny 3 Petriho misky. 
Jednotlivé přírodní antimikrobiální látky byly připraveny také v koncentrovanější formě, 
jelikož se jejich účinek při nízké koncentraci neosvědčil. Proti Bacillus subtilis byl ověřován 
pouze účinek čistých, nezředěných silic, na sledování účinku proti Penicillium chrysogenum 
bylo použito ředění 0,7 %, 1 %, 10 %, 25 %, 50 % a čistá, neředěná silice.  
Byly připraveny různě koncentrované roztoky následujících přírodních silic: eukalyptové 
silice, anýzové, fenyklové, levandulové silice, mátové, jalovcové, terpentýnové a 
rozmarýnové silice. 
Jednotlivé roztoky pak byly připraveny následovně: 
 Koncentrace použité k pozorování inhibičního účinku – 0,1 %; 0,3 %; 0,5 % a 0,7 % 
obj. Toto odpovídá množství 1 µl.ml-1, 3 µl.ml-1, 5 µl.ml-1 a 7 µl.ml-1. 
 Zvýšené koncentrace pro ověření inhibičního účinku – 1%, 10 %, 25 %, 50 % a 100 % 
obj. Toto odpovídá množství 10 µl.ml-1, 100 µl.ml-1, 250 µl.ml-1 a 500 µl.ml-1. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSE 
 
5.1 Difúzní plotnové testy 
 
V následujících tabulkách Tab. 5.1 – 5.6 jsou uvedeny průměrné hodnoty velikosti 
inhibičních zón, naměřené v okolí papírových disků napuštěných různě koncentrovanými 
roztoky konzervačních látek, během 10-ti denní kultivace indikátorových mikroorganismů 
Bacillus subtilis a Penicillium chrysogenum. Koncentrace těchto roztoků jsou do nejvyšší 
vyhláškou povolené koncentrace. Kultivace probíhala při laboratorní teplotě (25 °C). 
 
5.1.1 Syntetické konzervační látky 
K použitým syntetickým konzervačním látkám se řadí methylparaben, butylparaben, 
imidazolidinylurea, methylisothiazolinon, bronopol a fenoxyethanol. 
Tabulky uvádějí průměrné hodnoty velikosti inhibičních zón na jednotlivých Petriho 
miskách v daném dni měření. Tyto hodnoty byly získány měřením průměru inhibičních zón, 
kam byl zahrnut i papírový disk, a následným výpočtem dle rovnice (4.1). Průměry 
inhibičních zón byly měřeny každý 3., 5., 7. a 10. den. Dle vzorce (4.2) pak byla ke každé 
průměrné hodnotě velikosti inhibiční zóny spočtena směrodatná odchylka. 
 
5.1.1.1 Methylparaben 
Tabulka Tab. 5.1 uvádí průměrné hodnoty měřených inhibičních zón, získané výpočtem 
dle rovnice (4.1), a jejich směrodatné odchylky získané výpočtem dle rovnice (4.2). 
 
Tab. 5.1: Methylparaben  
Průměrná velikost inhibiční zóny (mm) ± 
směrodatná odchylka Mikroorganismus Disk Koncentrace 
3. den 5. den 7. den 10. den 
1 0,1 % 13,0±2,1 14,8±2,5 16,0±1,9 18,3±1,8 
2 0,2 % 13,3±0,4 14,5±2,6 13,3±2,8 16,3±2,5 
3 0,3 % 14,8±0,8 16,3±2,4 15,3±1,6 15,8±2,2 Bacillus subtilis 
4 0,4 % 15,0±4,1 18,0±1,2 16,0±2,7 16,0±2,7 
1 0,1 % - - - - 
2 0,2 % - - - - 
3 0,3 % - - - - 
Penicillium 
chrysogenum 
4 0,4 % - - - - 
 
Bacillus subtilis, stejně jako Penicillium chrysogenum, byly ve formě suspenze smíchány 
s kultivačním médiem. Tato směs byla vylita na Petriho misku a po ztuhnutí média byly 
aplikovány na povrch papírové disky napuštěné roztoky konzervantu methylparabenu. 
Pro pozorování Bacillus subtilis bylo připraveno 5 Petriho misek, pro pozorování Penicillium 
chrysogenum 4 Petriho misky. 
U B. subtilis růst nebyl výrazný na povrchu, ale projevoval se ve formě mléčného zákalu 
kultivačního média. Inhibiční zóny se v případě B. subtilis vůbec nevytvořily, vytvořilo se 
pouze výraznější mléčné zbarvení v okolí jednotlivých disků. Velikosti těchto hustějších 
mléčných zón se lišily u každé jednotlivé misky různě.  
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Z pozorování lze usoudit, že zvolené koncentrace methylparabenu pravděpodobně neměly 
požadovaný inhibiční účinek na růst bakterie B. subtilis. Při použití takto nízko-
koncentrovaných roztoků se růst bakterie B. subtilis jevil spíše jako stimulovaný než 
inhibovaný. Tato konzervační látka tedy sama o sobě nemá při nízké koncentraci schopnost 
potlačit růst zvoleného indikátorového mikroorganismu jako zástupce bakterií. 
U plísně nebyl zaznamenán žádný inhibiční účinek již od začátku pozorování (růst plísně 
bylo možné pozorovat již druhý den po rozlití do Petriho misek), jako kdyby konzervační 
látka nebyla vůbec přidána. Pozorování 3. a 5. den se projevovalo podobně jako u B. subtilis, 
tedy jako by použití této látky spíše růst stimulovalo. Povrch  média byl hojně porostlý, 
v okolí jednotlivých disků se vytvářely výraznější, zeleně zbarvené zóny a výsledek se jevil 
spíše jako by plíseň Penicillium chrysogenum takto připravené roztoky methylparabenu 
využívala. Pozorování bylo 5. den ukončeno. 
Obrázek Obr. 5.1 ukazuje výsledek z 5. dne kultivace. 
 
a)  b)  
Obr.  5.1: Methylparaben 5. den a) Bacillus subtilis, b) Penicillium chrysogenum 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.3. 
Pozorování inhibičního účinku této konzervační látky při použití koncentrovanějšího 
roztoku nebylo provedeno vzhledem k poměrně malé rozpustnosti methylparabenu ve vodě.  
 
5.1.1.2 Imidazolidinylurea 
Následující tabulka Tab. 5.2 uvádí průměrné hodnoty velikosti inhibičních zón a jejich 
směrodatné odchylky. 
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Tab. 5.2: Imidazolidinylurea  
Průměrná velikost inhibiční zóny (mm) ± směrodatná 
odchylka Mikroorganismus Disk * Ostrost 
zóny 3. den 5. den 7. den 10. den 
1 mléčná 11,8±2,3 12,6±2,7 13,4±1,9 13,0±2,8 
2 mléčná 12,8±1,9 14,2±3,3 14,0±2,2 13,6±1,5 
mléčná 14,8±0,4 17,0±2,8 17,0±1,1 17,6±0,8 3 
ostrá 6,2±0,1 6,4±0,1 6,4±0,2 7,0±0,5 
mléčná 14,8±1,0 14,4±1,6 14,4±1,7 14,4±2,2 
Bacillus subtilis 
4 
ostrá 6,5±0,2 6,8±0,2 6,8±0,2 6,9±0,6 
1 - - - - 
2 - - - - 
3 - - - - 
Penicillium 
chrysogenum 
4 - - - - 
* Pozn.: Disk 1 - koncentrace 0,1 %, disk 2 - 0,2 %, disk 3 - 0,3 % a disk 4 - koncentrace 
0,4 %. 
 
Pro pozorování Bacillus subtilis bylo připraveno 5 Petriho misek, pro pozorování 
Penicillium chrysogenum 4 Petriho misky. 
Imidazolidinylurea při nejvyšší zvolené koncentraci (disk 4, koncentrace 0,6 % hmot. ~ 
6mg.ml-1) je schopna potlačovat růst B. subtilis. Během prvních tří dnů se vytvořila viditelná 
malá inhibiční zóna okolo všech disků č.4, u dvou z pěti testovaných Petriho misek bylo 
možné spatřit velmi malou inhibiční zónu v okolí disku 3 (hustější mléčná zóna v okolí disku 
3 svědčí o tom, že tato koncentrace byla mikroorganismem využita nejvíce). Dvě nejnižší 
koncentrace se jevily podobně jako u methylparabenu, tedy zdálo se, že jsou tyto méně 
koncentrované roztoky mikroorganismem využívány a stimulují jeho růst. Tato konzervační 
látka je tedy v nejvyšší povolené koncentraci, ale i při nižší koncentraci schopna inhibovat 
růst bakterie B. subtilis. Dá se tedy hovořit o baktericidním účinku. 
U plísně P. chrysogenum se při použití roztoků do nejvyšší povolené koncentrace 
neprojevil žádný inhibiční účinek. Účinek nebyl zaznamenán již od začátku pozorování (růst 
plísně bylo možné pozorovat již druhý den po rozlití do Petriho misek), jako kdyby 
konzervační látka nebyla vůbec přidána. Pozorování 3. a 5. den bylo velmi podobné jako 
u methylparabenu, tedy jako by použití této látky spíše růst stimulovalo, povrch  média byl 
hojně porostlý, v okolí jednotlivých disků se vytvářely výraznější, zeleně zbarvené zóny a 
výsledek se jevil spíše jakoby plíseň Penicillium chrysogenum takto připravené roztoky 
imidazolidinylurey využívala ke svému růstu. Pozorování bylo 5. den ukončeno. 
Následující obrázek Obr. 5.2 ukazuje výsledek z 5tého dne kultivace. 
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a)  b)  
Obr.  5.2: Imidazolidinylurea 5. den a) Bacillus subtilis, b) Penicillium chrysogenum 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.3. 
 
5.1.1.3 Bronopol 
Následující tabulka Tab. 5.3 uvádí výsledky pozorování inhibičního účinku bronopolu 
během 10-ti denní kultivace. 
 
Tab. 5.3: Bronopol 
Průměrná velikost inhibiční zóny (mm) ± směrodatná 
odchylka Mikroorganismus Disk * Ostrost 
zóny 3. den 5. den 7. den 10. den 
mléčná 14,4±1,7 15,6±1,9 14,8±1,7 14,8±1,9 1 
ostrá 6,5±0,5 6,5±0 6,4±0,129 7,3±0,6 
mléčná 15,8±2,0 16,0±2,3 15,6±1,4 15,6±2,7 2 
ostrá 7,2±0,2 7,0±0,7 7,2±0,8 7,2±0,5 
mléčná 15,4±2,0 15,0±2,8 14,8±2,8 15,4±3,1 3 
ostrá 7,3±0,7 7,2±0,4 7,2±0,4 7,2±0,4 
mléčná 16,8±1,9 18,0±2,0 17,8±1,6 16,2±2,1 
Bacillus subtilis 
4 
ostrá 8,4±0,4 7,9±0,4 7,9±0,3 8,0±0,4 
1 - - - - 
2 - - - - 
3 - - - - 
- - - - 
Penicillium 
chrysogenum 
4 
- - - - 
* Pozn.: Disk 1 - koncentrace 0,04 %, disk 2 - 0,06 %, disk 3 - 0,08 % a disk 4 - koncentrace 
0,1 %. 
 
Účinek bronopolu proti B. subtilis se jevil od samého počátku jako velmi dobrý. Pro toto 
měření bylo opět připraveno 5 Petriho misek. Inhibiční zóny se vytvořily v okolí téměř všech 
aplikovaných disků (inhibiční zóna se nevytvořila pouze v okolí některých disků č. 1). 
Velikost těchto inhibičních zón se během celé doby kultivace výrazně neměnila. Pouze 
u disku č. 1 byla průměrná hodnota získána pouze ze tří změřených Petriho misek, u jedné 
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misky do desátého dne tato zóna zmizela, u jedné se nevytvořila vůbec. Ze získaných 
výsledků lze usoudit, že tato konzervační látka má i v nejnižší zvolené koncentraci již 
detekovatelný účinek. V nejvyšší povolené koncentraci byly měřené inhibiční zóny v okolí 
disků poměrně výrazné.  
Pro sledování účinku bronopolu proti Penicillium chrysogenum byly připraveny celkem 
4 Petriho misky. Účinek bronopolu se jevil od začátku pozorování jako nedostatečný. Povrch 
média porůstal pravidelně po celé ploše Petriho misky a zdá se, že bronopol růst plísně ani 
žádným způsobem nestimuloval. Plíseň rostla v místech aplikace bronopolu stejně, jako 
na zbylé ploše média. 
Tato konzervační látka má obecně široké spektrum účinku především proti bakteriím, proti 
plísním má však účinek slabý. Pozorováním tedy bylo ověřeno, že tato konzervační látka má 
sama o sobě v nejvyšším povoleném množství dostačující inhibiční účinek proti bakteriím, 
nemá však potřebný účinek na plísně. 
 
a)  b)  
Obr.  5.3: Bronopol 5. den a) Bacillus subtilis, b) Penicillium chrysogenum 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.3. 
 
5.1.1.4 Fenoxyethanol 
V tabulce Tab. 5.4 jsou průměrné hodnoty velikosti inhibičních zón a jejich směrodatné 
odchylky. 
 
Tab. 5.4: Fenoxyethanol 
Průměrná velikost inhibiční zóny (mm) ± 
směrodatná odchylka Mikroorganismus Disk Koncentrace 
3. den 5. den 7. den 10. den 
1 0,3 % 12,6±2,8 13,6±2,6 13,2±2,6 13,1±2,5 
2 0,5 % 12,0±0,6 12,8±1,2 12,6±1,4 12,5±1,4 
3 0,7 % 14,4±3,8 14,4±4,2 14,6±4,5 14,5±4,3 Bacillus subtilis 
4 1 % 15,2±3,9 15,0±4,6 15,0±4,6 15,0±4,6 
1 0,3 % - - - - 
2 0,5 % - - - - 
3 0,7 % - - - - 
Penicillium 
chrysogenum 
4 1 % - - - - 
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Pro pozorování inhibičního účinku fenoxyethanolu proti Bacillus subtilis bylo připraveno 
5 Petriho misek. Zóny se od počátku jevily jako intenzivněji mléčně zabarvené médium 
v blízkém okolí jednotlivých disků. Intenzita mléčného zbarvení těchto zón zůstala u většiny 
Petriho misek stejná po celou dobu kultivace. U některých misek tyto zóny v okolí některých 
disků během 10-ti dnů zcela vymizely. I v případě použití této konzervační látky v daných 
koncentracích je možné usuzovat, že růst bakterie Bacillus subtilis nebyl inhibován, spíše 
stimulován. 
Pro pozorování účinku proti plísni byly připraveny 4 Petriho misky. Jejich sledováním 
jsem dospěla k závěru, že fenoxyethanol nemá žádný inhibiční účinek na zvolenou plíseň (viz 
Obr. 5.4). 
 
a)  b)  
Obr. 5.4: Fenoxyethanol 5. den a) Bacillus subtilis, b) Penicillium chrysogenum 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.3. 
Tato konzervační látka je obecně účinná především proti gramnegativním bakteriím, proto 
je poměrně jasné, že v tomto případě nelze účinek očekávat. 
 
5.1.1.5  Butylparaben 
Tabulka Tab. 5.5 uvádí průměrné hodnoty měřených inhibičních zón, získané výpočtem 
dle rovnice (4.1), a jejich směrodatné odchylky získané výpočtem dle rovnice (4.2). 
 
Tab. 5.5: Butylparaben 
Průměrná velikost inhibiční zóny (mm) ± 
směrodatná odchylka Mikroorganismus Disk Koncentrace 
3. den 5. den 7. den 10. den 
1 0,01 % 12,6±1,9 15,4±2,6 15,2±2,5 15,2±2,0 
2 0,02 % 12,0±3,4 13,4±3,1 13,3±3,1 13,3±3,2 
3 0,03 % 14,4±2,6 14,4±2,1 14,3±2,0 14,3±2,3 Bacillus subtilis 
4 0,04 % 15,2±4,0 14,8±4,3 14,8±4,1 14,6±4,0 
1 0,01 % - - - - 
2 0,02 % - - - - 
3 0,03 % - - - - 
Penicillium 
chrysogenum 
4 0,04 % - - - - 
 
 66 
Pro pozorování účinku proti B. subtilis bylo připraveno 5 Petriho misek. Butylparaben byl 
připraven v nižším ředění než bylo původně zamýšleno, jelikož jeho rozpustnost je velmi 
malá a přípravu roztoků značně ztěžovala. U butylparabenu se opět vytvořily intenzivněji 
mléčně zbarvené zóny v okolí jednotlivých disků. Intenzita mléčného zbarvení zůstávala 
po celou dobu kultivace přibližně stejná a i velikost těchto zón se výrazným způsobem 
neměnila. Při těchto použitých koncentracích lze opět hovořit spíše o účinku stimulujícím 
růst, než o účinku inhibičním.  
Pro sledování účinku butylparabenu proti Penicillum chrysogenum byly připraveny 
4 Petriho misky. Výsledný účinek byl podobný jako u methylparabenu, či IU. V okolí 
některých disků se vytvořily výrazně zelené zóny, které pravděpodobně svědčily o tom, že 
růst plísně je v okolí některých disků stimulován. Tyto zóny se však nevytvořily hned třetí 
den kultivace, ale až pátý den. Toto měření bylo opět ukončeno dříve, tj. již pátý den. 
Lze tedy řict, že v použitých koncentracích nemá tato konzervační látka sama o sobě žádný 
konzervační účinek. 
 
a)  b)  
Obr.  5.5: Butylparaben 5. den a) Bacillus subtilis, b) Penicillium chrysogenum 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.3. 
 Butylparaben má obecné spektrum účinku jako methylparaben.  
 
5.1.1.5 Ultracide MI 09 (Methylisothiazolinon) 
Tabulka Tab. 5.6 uvádí průměrné hodnoty velikosti jednotlivých inhibičních zón spolu 
s jejich směrodatnými odchylkami. 
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Tab. 5.6: Methylisothiazolinon 
Průměrná velikost inhibiční zóny (mm) ± směrodatná 
odchylka Mikroorganismus Disk* Ostrost 
zóny 3. den 5. den 7. den 10. den 
1 mléčná 12,6±3,2 13,0±2,2 13,0±2,4 13,1±2,9 
mléčná 12,0±3,7 16,4±3,8 15,9±3,4 15,9±3,3 2 
ostrá 7,8±1,2 8,3±1,2 8,0±1,3 8,2±0,8 
mléčná 14,4±3,9 15,0±3,7 15,0±3,6 14,9±3,1 3 
ostrá 6,9±0,5 7,0±0 7,2±0,2 7,5±0 
mléčná 15,2±2,8 13,6±2,7 13,5±2,9 13,5±2,5 
Bacillus subtilis 
4 
ostrá 6,6±0,5 6,8±0,3 7,1±0,2 7,2±0,2 
1 - - - - 
2 - - - - 
3 - - - - 
Penicillium 
chrysogenum 
4 - - - - 
* Pozn.: Disk 1 - koncentrace 0,12 %, disk 2 - 0,13 %, disk 3 - 0,14 % a disk 4 - koncentrace 
0,15 %. 
 
Pro pozorování účinku proti B. subtilis bylo připraveno 5 Petriho misek. U Ultracidu se 
čisté inhibiční zóny vytvořily jen v okolí některých disků č. 2, 3 a 4. Velikost těchto čistých 
zón se lišila u každé misky. Největší zóny však byly zejména v okolí disků č. 2 a  3. Dalo by 
se čekat, že největší inhibiční účinek bude dosažen nejkoncentrovanějším roztokem 
methylisothiazolinonu, avšak největšího účinku dosahovaly středně koncentrované roztoky. 
Tento výsledek je pravděpodobně zatížen chybou při aplikaci jednotlivých disků, ačkoliv byly 
všechny roztoky před aplikací důkladně promíchány. Mohl být způsoben také obtížnější 
difúzí látky do agaru. Intenzita jednotlivých inhibičních ostrých zón se postupně zhoršovala 
a během 10-ti denní kultivace se ostrá zóna na některých miskách úplně vytratila - 5. den bylo 
možné změřit ostrou inhibiční zónu u disku č. 3 pouze na jediné Petriho misce, čemuž 
odpovídá také hodnota směrodatné odchylky.  
Pro sledování účinku methylisothiazolinonu proti Penicillium chrysogenum byly 
připraveny 4 Petriho misky. Na plíseň neměly zvolené koncentrace tohoto konzervantu vůbec 
žádný inhibiční účinek. Povrch média byl plísní pokryt rovnoměrně po celé ploše Petriho 
misky. Nedošlo ani k výraznějšímu růstu v okolí aplikovaných disků. Methylisothiazolinon 
plíseň neinhiboval, ale též nestimuloval její růst. 
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a)  b)  
Obr.  5.6: Methylisothiazolinon 5. den a) Bacillus subtilis, b) Penicillium chrysogenum 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.3. 
Methylisothiazolinon je obecně účinný především proti grampozitivním a gramnegativním 
bakteriím. Účinek proti plísním může selhávat. 
 
 
5.1.2 Přírodní silice 
 
Nejprve byly připraveny roztoky silic ve vodě, avšak ukázal se zde problém s jejich 
rozpustností. Ačkoliv se jednalo o alkoholické (lihové) extrakty, nebyly s vodou mísítelné. 
Proto byly jednotlivé roztoky připraveny znovu, a to ředěné parafínovým olejem. Koncentrace 
jednotlivých roztoků silic byly v množství 0,1 %; 0,3 %; 0,5 % a 0,7 % objemových. 
Měření účinku ředěných roztoků silic bylo proti bakterii Bacillus subtilis poměrně obtížné. 
Vytvářely se opět pouze intenzivněji mléčně zbarvené zóny v okolí disků, avšak u některých 
silic byly tyto zóny velmi obtížně viditelné a měřitelné, v závislosti na druhu použité silice, 
ale lišily se i u jednotlivých Petriho misek při použití stejné silice. Vyhodnocení proběhlo 
z těchto důvodů jen u některých Petriho misek. Třetí den nebylo měření provedeno, protože 
tyto intenzivněji mléčně zbarvené zóny byly velmi slabé a bylo velmi obtížné je měřit. 
U některých Petriho misek a pro některé silice se nevytvořily tyto zóny vůbec v průběhu celé 
kultivace, u některých naopak intenzita mléčného zbarvení lehce vzrostla, nebo tyto zóny 
zcela vymizely. 
Účinek jednotlivých silic se však jevil podobně jako u roztoků některých syntetických 
konzervačních látek. Tento účinek bych zhodnotila spíše jako stimulační než inhibiční. 
Z celkového pohledu by se však dalo říct, že zvolené přírodní silice se stimulačně v daných 
koncentracích projevovaly velmi málo nebo téměř vůbec.  
Ke sledování účinku každé silice byly připraveny 4 Petriho misky a do tabulky byla 
zaznamenána průměrná hodnota každého měření spolu se směrodatnou odchylkou. Tyto 
hodnoty byly získány měřením průměru inhibičních zón v každém zvoleném dni pozorování a 
následnými výpočty dle rovnic (4.1) a (4.2). 
Pro plíseň Penicillium chrysogenum byl účinek silic zjišťován modifikovanou difúzní 
metodou, tedy roztoky silic byly aplikovány vpichem. 
Následující tabulka (Tab. 5.7) shrnuje výsledky působení osmi vybraných přírodních silic 
proti Bacillus subtilis - průměrné velikosti inhibičních zón a jejich směrodatné odchylky. 
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Tab. 5.7: Průměrné velikosti inhibičních zón silic v mm, jejich směrodatné odchylky 
Průměrná velikost inhibiční zóny (mm) 
± směrodatná odchylka 
Bacillus subtilis Silice 
3. den 5. den 7. den 10. den 
EUKALYPTOVÁ 
Disk 1 - 0,1 % - 10,5±1,5 10,5±1,5 10,5±1,5 
Disk 2 - 0,3 % - 9,7±0,9 9,7±0,9 9,7±0,9 
Disk 3 - 0,5 % - 12,8±1,8 12,8±1,8 12,8±1,8 
Disk 4 - 0,7 % - 13,7±2,9 13,7±2,9 13,7±2,9 
ANÝZOVÁ 
Disk 1 - 0,1 % - 14,0±2,2 14,0±2,2 14,0±2,2 
Disk 2 - 0,3 % - 12,5±0,5 12,5±0,5 12,5±0,5 
Disk 3 - 0,5 % - 13,7±2,5 13,7±2,5 13,7±2,5 
Disk 4 - 0,7 % - 11,3±2,1 11,3±2,1 11,3±2,1 
LEVANDULOVÁ 
Disk 1 - 0,1 % - 9,0±2,0 9,0±2,0 9,0±2,0 
Disk 2 - 0,3 % - 11,0±2,0 11,0±2,0 11,0±2,0 
Disk 3 - 0,5 % - 11,0±0 11,0±0 11,0±0 
Disk 4 - 0,7 % - 12,5±2,5 12,5±2,5 12,5±2,5 
MÁTOVÁ 
Disk 1 - 0,1 % - 9,0 ±0 9,0 ±0 9,0 ±0 
Disk 2 - 0,3 % - 11,3±2,4 11,3±2,4 11,3±2,4 
Disk 3 - 0,5 % - 10,0±0,8 10,0±0,8 10,0±0,8 
Disk 4 - 0,7 % - 10,7±3,1 10,7±3,1 10,7±3,1 
FENYKLOVÁ 
Disk 1 - 0,1 % - 14,3±2,1 14,3±2,1 14,3±2,1 
Disk 2 - 0,3 % - 10,0±0 10,0±0 10,0±0 
Disk 3 - 0,5 % - 11,0±2,0 11,0±20 11,0±2,0 
Disk 4 - 0,7 % - 11,3±0,9 11,3±0,9 11,3±0,9 
JALOVCOVÁ 
Disk 1 - 0,1 % - 10,0±2,0 10,0±2,0 10,0±2,0 
Disk 2 - 0,3 % - 10,2±1,7 10,2±1,7 10,2±1,7 
Disk 3 - 0,5 % - 11,0±0,8 11,0±0,8 11,0±0,8 
Disk 4 - 0,7 % - 10,8±1,8 10,8±1,8 10,8±1,8 
TERPENTÝNOVÁ 
Disk 1 - 0,1 % - 11,5±1,5 11,5±1,5 11,5±1,5 
Disk 2 - 0,3 % - 13,8±1,5 13,8±1,5 13,8±1,5 
Disk 3 - 0,5 % - 12,0±2,2 12,0±2,2 12,0±2,2 
Disk 4 - 0,7 % - 11,9±2,2 11,9±2,2 11,9±2,2 
ROZMARÝNOVÁ 
Disk1 - 0,1 % - 11,3±0,5 11,3±0,5 11,3±0,5 
Disk 2 - 0,3 % - 10,7±1,2 10,7±1,2 10,7±1,2 
Disk 3 - 0,5 % - 11,3±0,9 11,3±0,9 11,3±0,9 
Disk 4 - 0,7 % - 12,5±0,5 12,5±0,5 12,5±0,5 
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5.1.2.1  Eukalyptová silice 
 
U této silice se intenzivněji mléčně zbarvené zóny vytvořily u některých Petriho misek až 
5. den. Inhibiční účinek tato silice ve stanovených koncentracích nejevila žádný. Intenzivněji 
mléčně zbarvené zóny svědčí o tom, že tato silice velmi slabě stimulovala růst Bacillus 
subtilis. Intenzita i velikost zón zůstala od vytvoření až po konec kultivace přibližně stejná.  
Na obrázku Obr. 5.7 je vidět jednotlivé zóny v okolí každého disku v  pátý den kultivace. 
Z obrázku je patrné, že tyto zóny nebyly tak výrazné jako u některých syntetických 
konzervantů (např. u methylparabenu). 
 
Obr.  5.7: Eukalyptus 5. den Bacillus subtilis 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.4 
 
5.1.2.2  Anýzová silice 
 
Účinek anýzového oleje proti Bacillus subtilis byl podobný jako u eukalyptu. V okolí 
některých papírových disků se vytvořily intenzivněji mléčně zabarvené zóny, u některých 
disků se nevytvořila žádná zóna. Celkový účinek této silice se jevil spíše jako stimulační. 
 
 
Obr.  5.8: Anýzový olej 5. den Bacillus subtilis 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.4 
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5.1.2.3  Levandulová silice 
 
Levandule nevykazovala v daných koncentracích téměř žádný účinek. Jako u ostatních 
silic, ani u levandule se neprojevil v daných koncentracích inhibiční účinek. Levandule 
vykazovala také velmi nízký stimulační účinek. V okolí některých disků se neobjevila žádná 
intenzivněji mléčně zbarvená zóna. Průměrné hodnoty, zaznamenané v Tab. 5.7, byly získány 
z menšího počtu změřených hodnot. 
  
 
Obr.  5.9: Levandule 5. den Bacillus subtilis 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.4 
 
5.1.2.4  Mátová silice 
 
Máta vykazovala v daných koncentracích velmi slabý účinek. Opět se v daných 
koncentracích neprojevil žádný inhibiční účinek a máta neměla též ani výrazný stimulační 
účinek. V okolí některých disků se neobjevila žádná intenzivněji mléčně zbarvená zóna. 
Samotné měření těchto zón bylo na některých miskách poměrně obtížné. Zóny nebyly příliš 
výrazné. 
Následující obrázek ukazuje Petriho misku a pozorované zóny z pátého dne kultivace. 
 
 
Obr.  5.10: Máta 5. den Bacillus subtilis 
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5.1.2.5  Fenyklová silice 
 
V okolí disků napuštěných různě koncentrovanými roztoky fenyklu se opět vytvořily velmi 
slabě intenzivněji mléčně zabarvené zóny. Některé zóny byly lépe viditelné, některé téměř 
vůbec. Inhibiční účinek se v daných koncentracích opět vůbec neprojevil, stimulační účinek 
však také nebyl nikterak výrazný, spíše zanedbatelný.  
 
 
Obr.  5.11: Fenykl 5. den Bacillus subtilis 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.4 
 
5.1.2.6  Jalovcová silice 
 
Tato silice nejevila v použitých koncentracích žádný inhibiční účinek. Stimulační účinek 
nebyl výrazný, ale na většině misek byl vidět jako intenzivněji mléčně zbarvené zóny, jejichž 
velikost se pohybovala u všech disků  nezávisle na koncentraci, mezi 10 - 11 mm. 
 
 
Obr.  5.12: Jalovec 5. den Bacillus subtilis 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.4 
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5.1.2.7  Terpentýnová silice 
 
V okolí papírových disků napuštěných různě koncentrovanými roztoky terpentýnu se proti 
B. subtilis vytvořily intenzivněji mléčně zabarvené zóny u všech připravených Petriho misek. 
Tyto zóny byly ve srovnání s některými silicemi výraznější. Tato silice však vykazuje také 
pouze slabší stimulační účinek, inhibiční účinek ani tato silice neměla. 
 
 
Obr.  5.13: Terpentýn 5. den Bacillus subtilis 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.4 
 
5.1.2.8  Rozmarýnová silice 
 
U rozmarýnu se v okolí všech disků vytvořily jen velmi slabé, téměř neměřitelné zóny, 
jejichž intenzita se ani v průběhu celé kultivace výrazně nezvýšila. Tato silice tedy nemá 
vůbec žádný inhibiční účinek a velmi slabý stimulační účinek. 
 
 
Obr.  5.14: Rozmarýn 5. den Bacillus subtilis 
 
Další obrázky se nacházejí v Příloze 9.4 
 
Tato metoda má své výhody, kterými jsou její jednoduchost a možnost ověřit více vzorků 
najednou, avšak byly řešeny problémy, jakým způsobem zajistit, aby byl každý disk napuštěn 
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stejným množstvím konzervační látky a také umístění jednotlivých disků na agarovou plotnu. 
Do jisté míry bylo problémem měření (zjišťování velikosti zóny). Také počet buněk mohl 
ovlivnit konečný výsledek. Byla připravována suspenze o neznámém počtu buněk, na takové 
množství buněk se mohlo jednat o nedostatečné množství konzervantů. 
Zvolené koncentrace, kde nejvyšší koncentrace odpovídala nejvyššímu povolenému 
množství dle vyhlášky č. 26/2001 Sb. v platném znění, se ukázalo jako nedostatečné množství 
syntetických konzervačních látek proti plísni Penicilliun chrysogenum a jako nedostatečné 
množství většiny syntetických konzervačních látek proti Bacillus subtilis. Inhibiční účinek při 
takto nízkých koncentracích vykazoval jen bronopol, imidazolidinylurea 
a methylisothiazolinon. Ostatní konzervační látky nevykazovaly inhibiční účinek jak proti 
B. subtilis, tak proti P. chrysogenum, spíše se zdá, že projevovaly při tak nízké koncentraci 
účinek stimulační (MO pravděpodobně tyto látky utilizovaly jako zdroj C, energie). 
 
5.2. Modifikovaná difúzní metoda 
 
V této metodě se jednalo o 10-ti denní kultivaci připravené směsi mikroorganismů 
s živným médiem, do kterého byly příslušné roztoky konzervačních látek a přírodních silic 
aplikovány pomocí automatické mikropipety v množství 5 µl/vpich. Použité roztoky již byly 
koncentrovanější, aby bylo možné ověřit, zda daná konzervační látka nějaký účinek má, 
protože při nižších koncentracích určitý účinek vykazovaly pouze 3 ze zvolených 6-ti 
konzervačních látek, přírodní silice v nižších koncentracích neprojevovaly účinek žádný. 
Problém však vyvstal v podobě poměrně velmi malé rozpustnosti parabenů, a proto byly 
připraveny koncentrovnější roztoky pouze u 4 syntetických konzervantů. Silice byly 
v koncentrovanější formě připraveny všechny. 
Tabulky Tab. 5.8 - 5.12 uvádějí průměrné hodnoty velikosti inhibičních zón 
na jednotlivých Petriho miskách v daném dni měření. Tyto hodnoty byly získány měřením 
průměru inhibičních zón v místě vpichu a následným výpočtem dle rovnice (4.1). Průměry 
inhibičních zón byly měřeny každý 3., 5., 7. a 10. den. Dle vzorce (4.2) pak byla ke každé 
průměrné hodnotě velikosti inhibiční zóny spočtena směrodatná odchylka. 
 
5.2.1 Syntetické konzervační látky 
 
5.2.1.1  Imidazolidinylurea 
V tabulce Tab. 5.8 jsou průměrné hodnoty velikosti inhibičních zón a jejich směrodatné 
odchylky.  
 
Tab. 5.8: Imidazolidinylurea 
Průměrná velikost inhibiční zóny (mm) ± 
směrodatná odchylka Mikroorganismus Vpich (koncentrace) 3. den 5. den 7. den 10. den 
6 % 15,7±0,5 14,8±0,2 14,2±0,2 14,0±0 
12 % 24,0±0 22,0±0 19,7±0,5 19,7±0,5 Bacillus subtilis 
30 % 31,3±0,5 29,3±0,5 29,3±0,5 29,3±0,5 
6 % 2,5±0,5 2,3±0,8 2,3±0,8 2,3±0,5 
12 % 4,0±0 3,5±0,5 3,8±0,4 3,8±0,4 
Penicillium 
chrysogenum 
30 % 6,0±0 6,1±0,2 6,4±0,4 6,4±0,4 
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Pro pozorování inhibičního účinku této konzervační látky byly pro Bacillus subtilis 
připraveny 3 Petriho misky, pro Penicillium chrysogenum 4 Petriho misky. 
Zvýšená koncentrace imidazolidinylurey má velmi dobrý inhibiční účinek především proti 
bakterii Bacillus subtilis. Inhibiční zóny měly průměrnou velikost během 10-ti dnů             
14 - 15,7 mm při koncentraci 6 % (60 mg.ml-1), 19,7 - 24 mm při koncentraci 12 % (120 
mg.ml-1) a 29,3 - 31,3 mm při koncentraci 30 % (300 mg.ml-1). Inhibiční zóny měly třetí den 
při okraji lehce mléčné zbarvení a bylo možné rozpoznat samostatně se tvořící malé kolonie 
B. subtilis. Pátý den se začaly sem tam objevovat malé kolonie bakterií i uprostřed inhibičních 
zón, nejvýrazněji k tomu docházelo při nejnižší aplikované koncentraci IU.  
Kolonií přibývalo i od okraje směrem do středu, a celková velikost inhibiční  zóny se 
během kultivace zmenšovala, především u nižsích koncentrací. Desátý den kultivace bylo 
vytvořeno poměrně velké množství samostatných malých kolonií bakterie na ploše všech 
inhibičních zón, i když zóny byly stále ostré. 
Účinek této konzervační látky proti P. chrysogenum nebyl tak výrazný jako proti 
B. subtilis. Vytvořené inhibiční zóny byly poměrně malé, zóna v místě vpichu nejnižší 
koncentrace 6 % (60 mg.ml-1) nebyla tak čistá a již od sedmého dne kultivace začínal povrch 
v místě vpichu viditelně porůstat. U vpichů s vyššími koncentracemi začínal povrch ke konci 
kultivace také lehce porůstat, ne však tak výrazně, jako u nejméně koncentrovaného roztoku. 
Na obrázku Obr. 5.15 jsou Petriho misky, kde je možné vidět a porovnat účinek 
imidazolidinylurey na vybranou bakterii a plíseň. Inhibiční účinek proti B. subtilis je velmi 
výrazný, kdežto proti P. chrysogenum tak velký není. 
 
a)  b)  
Obr. 5.15: Imidazolidinylurea 5. den a) Bacillus subtilis, b) Penicillium chrysogenum 
 
Další obrázky jsou v Příloze 9.5. 
Tato konzervační látka však nemůže být v takovém velkém množství přidána z hlediska 
velké pravděpodobnosti dráždivého účinku a také z toxikologického hlediska. 
 
5.2.1.2 Bronopol 
Tabulka Tab. 5.9 uvádí průměrné hodnoty měřených inhibičních zón, získané výpočtem 
dle rovnice (4.1), a jejich směrodatné odchylky získané výpočtem dle rovnice (4.2). 
 
 
 
 76 
Tab. 5.9: Bronopol 
Průměrná velikost inhibiční zóny (mm) ± 
směrodatná odchylka Mikroorganismus Vpich (koncentrace) 3. den 5. den 7. den 10. den 
1 % 21,0±0 21,0±0 21,0±0 21,0±0 
5 % 31,5±0,4 31,5±0,4 31,5±0,4 31,5±0,4 Bacillus subtilis 
10 % 37,0±0 37,0±0 37,0±0 37,0±0 
1 % - 1,0±0 - - 
5 % 5,0±1,6 4,8±1,3 4,5±1,1 - 
Penicillium 
chrysogenum 
10 % 8,3±1,1 8,3±1,1 7,3±1,1 - 
 
Pro pozorování účinku bronopolu proti Bacillus subtilis byly připraveny 3 petriho misky, 
pro stanovení účinku této konzervační látky proti Penicillium chrysogenum byly přiraveny 
4 Petriho misky. Tato konzervační látka má účinek deklarovaný především proti bakteriím, 
proti plísním má účinek slabý a může proto selhat. 
Z obrázku Obr. 5.16 je velmi dobře patrné, že bronopol je konzervant velmi dobře účinný 
proti grampozitivním bakteriím, mezi které se B. subtilis řadí. Již od druhého dne kultivace se 
vytvářely poměrně velké inhibiční zóny i při nejnižší aplikované koncentraci, 
tj. desetinásobek nejvyššího povoleného množství (10 mg.ml-1 ~ 10%). Velikost jednotlivých 
inhibičních zón byla po celou dobu největší ve srovnání s ostatními syntetickými 
konzervačními látkami, které byly použity v koncentrovanější formě. Stejně jako 
u imidazolidinylurey se od  pátého dne kultivace začínaly objevovat samostatné malé kolonie 
bakterií. U nejnižší koncentrace se objevovaly tyto malé kolonie po celé ploše inhibiční zóny, 
u koncentrace 5 % se tyto kolonie objevovaly pouze na okraji inhibičních zón. Ke konci 
kultivace se tyto malé samostatné kolonie objevovaly po celé ploše všech inhibičních zón, viz 
Příloha 9.5. Počet bakteriálních kolonií se do konce kultivace poměrně výrazně zvýšil, avšak 
bakterie nepřerostly celou plochu inhibičních zón. 
Naopak účinek bronopolu na plíseň je i ve vyšších koncentracích téměř zanedbatelný. Třetí 
den kultivace byly vytvořeny výraznější, avšak neohraničené inhibiční zóny u dvou 
nejkoncentrovanějších roztoků této látky. V místě vpichu nejméně koncentrovaného roztoku 
se nevytvořila inhibiční zóna, ale bylo možné pozorovat, že růst, stejně jako u ostatních 
vpichů, není v jeho okolí tak výrazný jako při okrajích Petriho misky. V prostoru mezi vpichy 
byl růst celkově méně výrazný. Pátý den však byly patrné již jen ostře neohraničené inhibiční 
zóny v okolí dvou koncentrovanějších roztoků. Sedmý a desátý den se začínaly obě zóny dále 
zmenšovat a na povrchu média v místě vpichů poměrně výrazně porůstat plísní. 
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a)  b)  
Obr. 5.16: Bronopol 5. den a) Bacillus subtilis, b) Penicillium chrysogenum 
 
Tato konzervační látka se opět ve vyšších koncentracích, než povoluje vyhláška, nesmí 
používat. Jedná se o látku, která je nositelem bromu a má senzibilizující potenciál i při 
koncentracích, které vyhláška povoluje. 
 
5.2.1.3 Fenoxyethanol 
 V následující tabulce Tab. 5.10 nejsou uvedeny žádné hodnoty, jelikož nebyl pozorován 
účinek jak proti B. subtilis, tak proti P. chrysogenum. 
 
Tab. 5.10: Fenoxyethanol 
Průměrná velikost inhibiční zóny (mm) ± 
směrodatná odchylka Mikroorganismus Vpich (koncentrace) 3. den 5. den 7. den 10. den 
1 % - - - - 
1,5 % - - - - Bacillus subtilis 
2 % - - - - 
1 % - - - - 
1,5 % - - - - 
Penicillium 
chrysogenum 
2 % - - - - 
 
Tato konzervační látka je účinná především proti gramnegativním bakteriím. Pro ověření 
účinku této látky však bylo použito grampozitivní bakterie a plísně. Výsledek celého 
pozorování účinku této látky se jevil od počátku jako negativní. Fenoxyethanol nebyl schopen 
inhibovat růst Bacillus subtilis, ani Penicillium chrysogenum, viz Obr. 5.17. 
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a)  b)  
Obr. 5.17: Fenoxyethanol 5. den a) Bacillus subtilis, b) Penicillium chrysogenum 
 
Další obrázky jsou v Příloze 9.5. 
 
5.2.1.4  Ultracide MI 09 (Methylisothiazolinon) 
 Tabulka udává průměrné velikosti inhibičních zón a jejich směrodatné odchylky. 
 
Tab. 5.11: Metyhlisothiazolinon 
Průměrná velikost inhibiční zóny (mm) ± 
směrodatná odchylka Mikroorganismus Vpich (koncentrace) Ostrost 
zóny 3. den 5. den 7. den 10. den 
1,5 % mléčná 14,5±0,4 14,3±0,5 14,3±0,5 14,3±0,5 
mléčná 20,2±0,2 19,7±0,5 19,7±0,5 19,7±0,9 7,5 % 
ostrá 8,3±0,5 8,3±0,5 8,0±0 8,0±0 
mléčná 23,8±0,2 23,3±0,5 23,3±0,5 23,0±0 
Bacillus subtilis 
15 % 
ostrá 14,0±0 13,3±0,5 13,0±0 13,3±0,5 
1,5 % 1,5±0,4 1,5±0,6 1,5±0,4 2,0±0 
7,5 % 5,3±0,5 5,2±0,2 5,8±0,2 5,7±0,2 
Penicillium 
chrysogenum 
15 % 7,1±0,7 7,3±0,4 7,8±0,4 7,8±0,4 
  
Pro pozorování účinku konzervační látky s komerčním názvem Ultracide MI 09 proti 
Bacillus subtilis byly připraveny 3 Petriho misky, proti Penicillium chrysogenum 4 Petriho 
misky. Tento přípravek obsahuje 9 - 10 % látky methylisothiazolinonu. Obecně se jedná 
o konzervační látku účinnou především proti bakteriím, proti plísním by mohl její účinek 
selhávat. 
Pozorováním koncentrovanějších roztoků aplikovaných do zaočkovaných misek tato 
konzervační látka vykazovala účinek proti oběma zvolených indikátorovým 
mikroorganismům. 
Při pozorování  účinku proti B. subtilis se v místě vpichu nejméně koncentrovaného 
roztoku konzervantu vytvořila  pouze lehce mléčně zbarvená inhibiční zóna, jejíž velikost 
zůstávala po celou dobu kultivace téměř neměnná. Intenzita mléčného zbarvení této zóny se 
však postupně zvětšovala, ke konci kultivace se zóna začínala vytrácet. Mléčné zbarvení této 
zóny již bylo téměř shodné s intenzitou zbarvení zbylého média na Petriho misce. V místě 
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vpichu koncenrovanějších roztoků se uprostřed vytvořila čistá inhibiční zóna, u koncentrace 
7,5 % ~ 75 µl.ml-1 byla menší než u 15 %, a při okrajích zóny přecházely ve slabě mléčně 
zbarvené. Velikost inhibičních zón v okolí vpichů s koncentrovanějšími roztoky se v průběhu 
kultivace také nezměnila. Od 5-tého dne se začínaly objevovat malé samostatné kolonie 
bakterií v ostré zóně u obou nejkoncentrovanějších roztoků. 
Při pozorování účinku methylisothiazolinonu proti Penicillium chrysogenum se při použití 
všech roztoků vytvořila výrazná a snadno měřitelná inhibiční zóna. U nejméně 
koncentrovaného roztoku se velikost této zóny během kultivace prakticky nezměnila, avšak 
ke konci kultivace začala na povrchu média i v něm poměrně výrazně porůstat plísní a její 
intenzita slábla. 
 
a)  b)  
Obr. 5.18: Methylisothiazolinon 5. den a) Bacillus subtilis, b) Penicillium chrysogenum 
 
Další obrázky jsou v Příloze 9.5. 
 
5.2.2 Přírodní silice 
 
U přírodních silic bylo pro ověření účinku proti Bacillus subtilis použito pouze čisté silice. 
Pro toto sledování byla připravena jedna Petriho miska, na kterou byla čistá a neředěná silice 
aplikována dvěma vpichy po 5µl. 
Pro sledování účinku rostlinných silic na plíseň byly připraveny čtyři koncentrovanější 
ředění, a to 1 %, 10 %, 25 %, 50 % objemových, aplikovány pak byly koncentrace 0,7 %, 
1 %, 10 %, 25 %, 50% a čistá silice. Pro pozorování účinku každé silice byly připraveny 
3 Petriho misky.  
Následující tabulka Tab. 5.12 uvádí průměrné velikosti měřených inhibičních zón, získané 
výpočtem dle rovnice (4.1), a jejich směrodatné odchylky, získané výpočtem dle rovnice 
(4.2). 
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Tab. 5.12: Průměrné velikosti inhibičních zón vybraných silic v mm, směrodatné odchylky 
Průměrná velikost inhibičních zón (mm) a jejich směrodatné odchylky 
Bacillus subtilis Penicillium chrysogenum Silice 
3. den 5. den 7. den 10. den 3. den 5. den 7. den 10. den 
EUKALYPTOVÁ 
0,7 % - - - - 4,7±0,5 4,7±0,5 4,7±0,5 4,7±0,5 
1 % - - - - 4,3±0,5 4,3±0,5 4,3±0,5 4,3±0,5 
10 % - - - - 4,7±0,5 4,7±0,5 4,7±0,5 4,7±0,5 
25 % - - - - 5,0±0 4,5±0 4,5±0 4,5±0 
50 % - - - - 5,5±0 5,0±0 5,0±0 5,0±0 
Čistá 
silice 13,5±0,1 14,0±1,0 14,0±1,0 14,0±1,0 7,3± 0,3 7,3±0,3 7,3±0,3 7,3±0,3 
ANÝZOVÁ 
0,7 % - - - - 4,2±0,2 4,2±0,2 4,2±0,2 4,2±0,2 
1 % - - - - 5,2±0,2 5,2±0,2 5,2±0,2 5,2±0,2 
10 % - - - - 6,0±0 6,0±0 6,0±0 6,0±0 
25 % - - - - 6,0±0 4,3±0,3 4,3±0,3 4,3±0,3 
50 % - - - - 11,0±1,0 7,0±0 7,0±0 7,0±0 
Čistá 
silice 8,5±0 7,5±0,5 7,0±0 6,0±0 18,0±1,0 10,5±0,5 10,5±0,5 10,5±0,5 
LEVANDULOVÁ 
0,7 % - - - - 5,0±0 5,0±0 5,0±0 5,0±0 
1 % - - - - 5,0±0,4 5,0±0,4 5,0±0,4 5,0±0,4 
10 % - - - - 4,7±0,4 4,7±0,4 4,7±0,4 4,7±0,4 
25 % - - - - 4,3±0,2 4,5±0 4,5±0 4,5±0 
50 % - - - - 4,7±0,3 4,8±0,2 4,8±0,2 4,8±0,2 
Čistá 
silice 6,5±0,5 6,3±0,3 6,0±0 6,0±0 5,8±0,2 6,5±0,4 6,5±0,4 6,5±0,4 
MÁTOVÁ 
0,7 % - - - - 4,5±0 4,5±0 4,5±0 4,5±0 
1 % - - - - 3,8±0,8 3,8±0,8 3,8±0,8 3,8±0,8 
10 % - - - - 5,5±0 5,5±0 5,5±0 5,5±0 
25 % - - - - 4,6±0,2 4,8±0,2 4,7±0,2 4,7±0,2 
50 % - - - - 7±0,8 6,7±0,5 6,7±0,5 6,7±0,5 
Čistá 
silice 9,0±1,0 9,5±1,5 9,3±1,3 9,3±1,3 10,3±0,5 9,7±0,5 9,3±0,9 9,3±0,9 
FENYKLOVÁ 
0,7 % - - - - 4,3±0,2 4,2±0,2 4,2±0,2 4,2±0,2 
1 % - - - - 3,8±0,6 3,8±0,6 3,8±0,6 3,8±0,6 
10 % - - - - 4,7±0,5 4,7±0,5 4,7±0,5 4,7±0,5 
25 % - - - - 5,3±0,5 5,0±0,8 5,0±0,8 5,0±0,8 
50 % - - - - 6,5±0,4 6,7±0,5 6,7±0,5 6,7±0,5 
Čistá 
silice 6,0±0 7,5±0,5 8,5±0,5 8,8±0,3 8,7±0,5 8,3±0,5 8,3±0,5 8,3±0,5 
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Tab. 5.12: Průměrné velikosti inhibičních zón vybraných silic, směrodatné odchylky - 
pokr. 
Průměrné velikosti inhibičních zón (mm) a jejich směrodatné odchylky 
Bacillus subtilis Penicillium chrysogenum Silice 
3. den 5. den 7. den 10. den 3. den 5. den 7. den 10. den 
JALOVCOVÁ 
0,7 % - - - - 5,3±0,2 5,3±0,2 5,3±0,2 5,3±0,2 
1 % - - - - 5,2±0,2 5,2±0,2 5,3±0,2 5,3±0,2 
10 % - - - - 5,8±0,2 5,8±0,2 5,8±0,2 5,8±0,2 
25 % - - - - 4,8±0,5 5,3±0,2 5,3±0,2 5,3±0,2 
50 % - - - - 6,3±0,2 6,3±0,2 6,3±0,2 6,3±0,2 
Čistá 
silice 25,0±1,0 25,0±1,0 25,0±1,0 25,0±1,0 7,2±0,2 7,2±0,2 7,2±0,2 7,2±0,2 
TERPENTÝNOVÁ 
0,7 % - - - - 4,5±0 4,5±0 4,5±0 4,5±0 
1 % - - - - 5,0±0 5,0±0 5,0±0 5,0±0 
10 % - - - - 6,2±0,2 6,2±0,2 6,2±0,2 6,2±0,2 
25 % - - - - 4,5±0 4,7±0,3 4,7±0,3 4,7±0,3 
50 % - - - - 5,0±0 5,3±0,3 5,3±0,3 5,3±0,3 
Čistá 
silice 25,0±0 25,5±0,5 25,5±0,5 25,0±1,0 5,8±0,25 - - - 
ROZMARÝNOVÁ 
0,7 % - - - - 4,5±0,4 4,5±0,4 4,5±0,4 4,5±0,4 
1 % - - - - 4,7±0,5 4,7±0,5 4,7±0,5 4,7±0,5 
10 % - - - - 5,8±0,6 5,8±0,6 5,8±0,6 5,8±0,6 
25 % - - - - 4,8±0,2 4,5±0 4,5±0 4,3±0,2 
50 % - - - - 4,7±0,5 4,7±0,5 4,7±0,5 4,5±0,7 
Čistá 
silice 14,5±0,5 15,5±1,5 15,5±1,5 15,0±1,0 6,5±0 6,5±0,4 6,5±0,4 6,3±0,2 
 
5.2.2.1  Eukalyptová silice 
 
Čistá eukalyptová silice vykazovala poměrně výrazný inhibiční účinek proti Bacillus 
subtilis. Průměrná velikost inhibiční zóny se během kultivace pohybovala okolo 14 mm. 
V koncentrované podobě je tedy schopna dostatečně potlačit růst této bakterie. Inhibiční zóny 
zůstaly po celou dobu kultivace výrazné a bakterií nepřerůstaly, ani se netvořily samostatné 
kolonie uvnitř zón jako u koncentrovanějších roztoků syntetických konzervantů. 
Roztoky o koncentraci 0,7 %, 1 % a 10 % použité proti P. chrysogenum nevykazovaly 
žádný výrazný inhibiční účinek. Na povrchu média se při koncentraci 0,7 % a 1 % obj. 
vytvořily zóny, které nebyly průsvitné ani proti světlu, a jejich velikost zůstala po celou dobu 
kultivace stejná. Zóna v místě vpichu roztoku o 10 % obj. byla proti světlu mírně průsvitná. 
Velikosti všech zón však odpovídaly spíše velikosti aplikovaného množství roztoku, což je 
patrné i v tabulce Tab. 5.12, kde je vidět, že se průměrné hodnoty velikosti těchto zón velmi 
podobají. Od pátého dne všechny zóny začaly zlehka porůstat plísní. 
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 U roztoků 25 %, 50 % a u čisté silice na miskách s peniciliem bylo již určitého inhibičního 
účinku dosaženo. Inhibiční zóny v místě vpichu všech roztoků byly výrazné, jejich velikost 
zůstala po celou dobu kultivace stejná a ke konci kultivace nedocházelo k porůstání povrchu 
v místech vpichů. 
Celkově má tato přírodní látka samostatně, spíše v koncentrovanější podobě, dobrý 
inhibiční účinek jak proti Bacillus subtilis, tak proti Penicillium chrysogenum. 
Na obrázku Obr. 5.19 je vidět čistá a poměrně velká inhibiční zóna u misky s bakterií 
a inhibiční zóny v místech aplikovaných roztoků silic na miskách s plísní. 
  
a)  b)   
c)  
Obr. 5.19: Eukalyptus 5. den a) Bacillus subtilis, b) P. chrysogenum - 0,7 %; 1 % a 10 %,   
c) Penicillium chrysogenum - 25 %, 50 % a čistá silice 
 
Další obrázky jsou v Příloze  9.6. 
 
5.2.2.2  Anýzová silice 
 
Účinek čisté silice na Bacillus subtilis nebyl příliš velký. Při měření třetí den byla patrná 
jen malá inhibiční zóna, která se postupně vytrácela. 
Čistá silice velice účinně potlačovala růst Penicillium chrysogenum od samého počátku 
kultivace. Jak je vidět na Obr. 5.20, tato silice v koncentrované podobě inhibovala růst nejen 
v místě vpichu, ale také v okolí, což se projevovalo celkově méně výrazným růstem (podle 
zbarvení povrchu média v okolí jednotlivých vpichů). Velikost těchto zón zůstala po celou 
dobu kultivace přibližně stejná (až na měření z třetího dne), také povrch v místech vpichů  
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během kultivace neporostl plísní. Inhibiční zóny v místě vpichu roztoků o koncentraci 25 % a 
50 % také byly výrazné. 
Inhibiční účinek při koncentraci 0,7 %, 1 % nebyl dostačující. Zóny se velikostí spíše 
rovnaly aplikovanému množství těchto roztoků. Roztok o koncentraci 10 % měl již 
dostačující účinek k potlačení růstu P. chrysogenum. Od 5-tého dne začínal povrch v místě 
vpichu 0,7 % a 1 % lehce porůstat plísní. Desátý den bylo toto porůstání poměrně výrazné. 
Povrch v místě vpichu roztoku o 10 % obj. plísní neporostl. 
 
a)  b)   
c)  
Obr. 5.20: Anýz 5. den a) Bacillus subtilis, b) P. chrysogenum - 0,7 %; 1 % a 10 %,   
c) Penicillium chrysogenum - 25 %, 50 % a čistá silice 
 
Další obrázky jsou v Příloze  9.6. 
 
5.2.2.3  Levandulová silice 
 
Levandulový olej vykazoval slabší inhibiční účinek jak na Bacillus subtilis, tak 
na Penicillium chrysogenum.  
Při aplikaci čisté silice do média s B. subtilis se vytvořily pouze malé inhibiční zóny, 
z čehož lze usoudit, že i v koncentrované formě má tato silice jen nevýrazný účinek. 
Při větším ředění tedy lze očekávat, že její účinek bude zcela selhávat. 
Roztoky koncentrace 0,7 %, 1 % a 10 % proti P. chrysogenum mají také nedostatečný 
inhibiční efekt. Zóny jsou si velikostí dost podobné, z čehož plyne nejen, že inhibičního 
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účinku nebylo dosaženo, ale že zóny jsou velikostí úměrné spíše množství aplikovaného 
roztoku. 
Další sada roztoků, použitých ke sledování inhibičního účinku, a to 25 %,  50 % a čistá 
silice, již inhibiční účinek vykazovala. Největšího inhibičního účinku bylo proti Penicillium 
chrysogenum dosaženo čistou silicí. Inhibiční zóny se však vytvořily i u ředění 1:1 a 1:4. Pátý 
den však začínal povrch v místě aplikace ředěných roztoků zlehka porůstat plísní a 
od sedmého dne plíseň začala zlehka přerůstat i přes inhibiční zónu čisté silice.  Lze tedy 
usoudit, že tato silice není schopna potlačovat růst po delší dobu. 
Na obrázku Obr. 5.21 jsou výsledky z 5. dne kultivace. 
 
a)  b)  
c)  
Obr. 5.21: Levandule 5. den a) Bacillus subtilis, b) P. chrysogenum - 0,7 %; 1 % a 10 %,   
c) Penicillium chrysogenum - 25 %, 50 % a čistá silice 
 
Další obrázky jsou v Příloze  9.6. 
 
5.2.2.4  Mátová silice 
 
Účinek koncentrované silice proti Bacillus subtilis byl spíše slabší, dalo by se tedy 
očekávat, že při větším zředění bude zcela selhávat. Průměrná velikost inhibičních zón byla 
přibližně 9,3 mm. 
Mnohem lépe koncentrovaná silice inhibovala růst Penicillium chrysogenum. Průměrná 
velikost inhibiční zóny se pohybovala okolo 9,5 mm. Také při ředění 25 % a 50 % vykazuje 
 85 
tato silice poměrně dobrou schopnost potlačit růst plísně. Velikost zón se po dobu kultivace 
výrazně nezměnila a zóny samotné vůbec nezačaly porůstat plísní.   
Mátový olej v koncentracích 0,7 %, 1 % neprojevil žádný inhibiční účinek. Zóny v místech 
vpichu těchto roztoků začínaly na povrchu zlehka porůstat již od pátého dne. Proti světlu tyto 
zóny vypadaly jako ostatní plocha Petriho misky. Velikosti těchto zón si byly podobné, 
z čehož lze usoudit, že se nejen neprojevil dostatečný inhibiční efekt, ale velikost je spíše 
rovna aplikovanému množství roztoku. 
 Zóny v místě vpichu 10 % roztoku byly proti světlu výraznější, lépe průsvitné. Velikost 
zóny spíše odpovídala aplikovanému množství, ale v médiu v místě aplikace nedocházelo 
k výraznému růstu. Dá se tedy usuzovat, že již takto koncentrovaný roztok je v určité míře 
schopen potlačit růst Penicillium chrysogenum. Tato zóna začala zlehka porůstat až 
od desátého dne. 
Na obrázku Obr. 5.22 jsou výsledky z 5. dne kultivace. 
 
a)  b)  
c)  
Obr. 5.22: Máta 5. den a) Bacillus subtilis, b) P. chrysogenum - 0,7 %; 1 % a 10 %,   
c) Penicillium chrysogenum - 25 %, 50 % a čistá silice 
 
Další obrázky jsou v Příloze  9.6. 
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5.2.2.5  Fenyklová silice 
 
Fenyklový olej je schopen potlačit růst Bacillus subtilis jen mírně, ačkoliv velikost 
inhibičních zón se během kultivace mírně zvětšila. Intenzita této zóny se však  postupně 
snižovala prorůstáním média bakterií. 
U ředění 0,7, a 1 % na miskách s peniciliem opět zóny velikostně odpovídaly pouze 
aplikovanému množství. Inhibiční účinek se u těchto koncentrací neprojevil vůbec žádný. 
Silice v takovémto zředění už pravděpodobně nebyla schopna potlačit růst plísně. Tyto zóny 
měly proti světlu stejný vzhled jako zbylá plocha Petriho misky. V místě vpichu roztoku 
obsahujícího 10 % obj. silice se vytvořila proti světlu téměř průsvitná zóna. Dalo by se tedy 
říct, že takto ředěný roztok již má mírný inhibiční účinek. Všechny zóny začaly od pátého dne 
lehounce porůstat plísní, inhibiční zóna v místě vpichu 10 % roztoku silice však neprorostla 
v médiu. 
Koncentrovaná silice, stejně jako roztoky 25 % a 50 %, vykazovaly velmi dobrý inhibiční 
účinek. Podobně jako anýz a máta, i tato silice po celou dobu kultivace výrazným způsobem 
potlačovala růst P. chrysogenum. Velikost inhibičních zón se v průběhu kultivace výrazně 
nezměnila a jejich povrch ani na konci kultivace nebyl pokryt plísní. 
Podle obrázku Obr. 5.23 je možné porovnat účinek fenyklového oleje proti bakterii a proti 
plísni. Je vidět, že v neředěné podobě má tato látka mnohem vyšší inhibiční účinek proti 
plísni. 
 
a)  b)  
c)  
Obr. 5.23: Fenykl 5. den a) Bacillus subtilis, b) P. chrysogenum - 0,7 %; 1 % a 10 %,   
c) Penicillium chrysogenum - 25 %, 50 % a čistá silice 
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5.2.2.6  Jalovcová silice 
 
Jalovcový olej jako neředěný velmi účinně potlačuje růst bakterie Bacillus subtilis. Zóny 
byly po celou dobu kultivace výrazné a poměrně velké (přibližně 25 mm). Ke konci kultivace 
se zlehka projevoval růst bakterie při okrajích inhibičních zón.  
Také inhibiční účinek proti plísni byl poměrně dobrý, dostačující. Neředěná silice, ale také 
ředení 25 % a 50 % mají poměrně dobrý inhibiční účinek po celou dobu kultivace. Vytvořily 
se ostře ohraničené zóny. Velikost inhibičních zón se prakticky nezměnila a jejich povrch 
neporostl plísní. 
V místě vpichů ředění 0,7 % a 1 % se nevytvořily čisté a průsvitné inhibiční zóny. Velikost 
těchto zón byla opět spíše úměrná aplikovanému množství. Tyto zóny začaly na povrchu 
zlehka porůstat až od 10-tého dne, což svědčí o tom, že tyto roztoky sice neměly výrazný 
inhibiční efekt, avšak byly schopny potlačit růst alespoň na povrchu média. V místě vpichu 
10-ního % roztoku jalovcového oleje se vytvořila čistá a proti světlu průsvitná inhibiční zóna. 
Její průměrná velikost sice byla podobná zbylým dvěma zónám o nižší koncentraci, ale růst 
v tomto místě byl dostatečně inhibován po celou dobu kultivace.  
Na obrázku Obr. 5.24 jsou výsledky z 5. dne kultivace. 
 
a)  b)  
c)  
Obr. 5.24: Jalovec 5. den a) Bacillus subtilis, b) P. chrysogenum - 0,7 %; 1 % a 10 %,   
c) Penicillium chrysogenum - 25 %, 50 % a čistá silice 
 
Další obrázky jsou v Příloze  9.6. 
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5.2.2.7  Terpentýnová silice 
 
Třetí den vykazovala neředěná terpentýnová silice velmi dobrý inhibiční účinek proti 
Bacillus subtilis. Vytvořené inhibiční zóny se však během kultivace začaly postupně vytrácet. 
Intenzita těchto zón se zmenšovala. Na konci kultivace zóny získávaly lehce mléčné zbarvení, 
což bylo způsobeno pomalým, rovnoměrným prorůstáním zón bakterií. 
V místě vpichu roztoků koncentrace 0,7 %, 1 % a 10 % se na miskách s Penicillium 
chrysogenum vytvořily určité zóny, velikosti těchto zón se sice nepatrně lišily, ale opět byly 
tyto velikosti spíš úměrné aplikovanému množství roztoku. Výrazný inhibiční účinek 
se v tomto množství neprojevil. Povrch v místě vpichů začínal od sedmého dne lehce porůstat 
plísní. 
Neředěná silice neprojevovala účinek prakticky žádný a v místě tohoto vpichu povrch 
média již od začátku kultivace začal přerůstat plísní. Koncentrace 25 a 50 % byly ředěny 
parafínovým olejem. Parafínový olej pravděpodobně způsobil, že k porůstání povrchu média 
v místě vpichu docházelo až od sedmého dne. 
Na obrázku Obr. 5.25 jsou výsledky z 5. dne kultivace. 
 
a)  b)  
c)  
Obr. 5.25: Terpentýn 5. den a) Bacillus subtilis, b) P. chrysogenum - 0,7 %; 1 % a 10 %,   
c) Penicillium chrysogenum - 25 %, 50 % a čistá silice 
 
Další obrázky jsou v Příloze  9.6. 
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5.2.2.8  Rozmarýnová silice 
 
Rozmarýnový olej je schopen inhibovat růst Bacillus subtilis. V médiu se zaočkovaným 
mikroorganismem se vytvořily poměrně výrazné inhibiční zóny, které však ke konci kultivace 
začaly mírně slábnout. Médium v místě vpichů začínalo pomalu prorůstat bakteriemi. 
Velikost zón se ke konci kultivace také nepatrně zmenšila. 
Účinek rozmarýnu proti Penicillium chrysogenum neměl nikterak výrazný efekt. 
Po aplikaci koncentrace 0,7 % a 1 % se vytvořily zóny, jejichž velikost byla zřejmě opět 
úměrná spíš aplikovaným množstvím roztoků a také přítomným parafínovým olejem. 
Nejednalo se o čisté inhibiční zóny. V místě vpichu 10-ti % roztoku se vytvořila nepatrná 
inhibiční zóna. Toto místo bylo mírně průsvitné a po celou dobu kultivace nedošlo v tomto 
místě k porůstání povrchu. 
Koncentrovaná silice vytvořila čistou, ne příliš velkou inhibiční zónu. Tato zóna zůstala po 
celou dobu kultivace poměrně výrazná, ke konci však začala při okrajích zlehka porůstat 
plísní. Ostatní koncentrace (25 % a 50 %) vytvořily také čisté, proti světlu průsvitné zóny, 
které také zůstaly po celou dobu kultivace neporostlé plísní. Jejich velikost se ke konci 
kultivace nepatrně zmenšila. 
Na obrázku Obr. 5.26 jsou výsledky z 5. dne kultivace. 
 
a)  b)  
c)  
Obr. 5.26: Rozmarýn 5. den a) Bacillus subtilis, b) P. chrysogenum - 0,7 %; 1 % a 10 %,   
c) Penicillium chrysogenum - 25 %, 50 % a čistá silice 
 
Další obrázky jsou v Příloze  9.6. 
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 5.3 Stanovení růstové křivky Bacillus subtilis 
 
Tabulka shrnuje průměrné hodnoty intenzity zákalu, měřeného každý den během 7 denní 
kultivace při 37 °C na temperované třepačce. Průměrná hodnota byla získána měřením 
intenzity zákalu a následným výpočtem dle vztahu (4.1). Směrodatné odchylky k daným 
průměrům byly vypočteny dle vzorce (4.2). 
 
Tab. 5.13: Průměrné hodnoty intenzity zákalu (NTU) měřených médií ± směrodatná 
odchylka během 0.-6. den 
 0.den 1.den 2.den 3.den 4.den 5.den 6.den 
Živný bujón 18,67 
 ± 0,11 
743,50 
± 18,83 
1040,50 
± 51,04 
1157,34 
± 13,89 
1125,34 
± 1,89 
1081,5 
± 13,42 
961,00 
± 79,00 
Živný bujón + 
imidazolidinylurea 
15,73 
± 0,28 
16,08 
± 0,03 
15,74 
± 0,06 
15,74 
± 0,03 
16,15 
± 0,46 
15,71 
± 0,14 
14,06 
± 0,43 
Živný bujón + 
bronopol 
16,21 
± 0,39 
18,32 
± 0,12 
17,83 
± 0,11 
16,82 
± 0,37 
16,19 
± 0,36 
17,81 
± 0,05 
15,82 
± 0,40 
Živný bujón + 
fenoxyethanol 
18,00 
± 0,32 
17,46 
± 0,08 
17,84 
± 0,05 
17,69 
± 0,19 
18,26 
± 0,04 
18,36 
± 0,14 
18,37 
± 0,16 
Živný bujón + 
methylisothiazolinon 
16,31 
± 0,08 
16,80 
± 0,26 
16,45 
± 0,10 
15,21 
± 0,10 
14,56 
± 0,48 
14,07 
± 0,06 
12,89 
± 0,29 
Živný bujón + 
methylparaben 
19,73 
± 0,08 
750,00 
± 1,63 
820,00 
± 56,69 
1311,00
± 38,07 
1276,00
± 91,05 
1131,00
± 76,32 
1122,00
± 40,62 
Živný bujón + 
butylparaben 
19,17 
± 0,38 
659,00 
± 40,61 
960,00 
± 95,95 
1343,00
± 
103,25 
1267,50
± 
112,42 
1100,50
± 46,89 
1032,00
± 37,92 
 
Průměrné hodnoty u živného bujónu, živného bujónu s přídavkem methylparabenu 
a butylparabenu bylo nutné ředit již od druhého dne kultivace v poměru 1:1 sterilní vodou. 
V tabulce uvedené hodnoty jsou již přepočteny na původní neředěný vzorek. 
  
Grafy 1 a 2 znázorňují růstovou křivku bakterie Bacillus subtilis v samotném médiu 
a médiu s přídavkem konzervační látky. 
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Graf 1: Růstová křivka Bacillus subtilis 
 
V grafech je možné vidět, že růstová křivka B. subtilis v živném médiu samotném je svým 
průběhem velmi podobná křivkám odpovídajícím živnému bujónu s přídavkem 
methylparabenu a butylparabenu. Je tedy možné usoudit, že nižší koncentrace těchto látek 
působí na mikroorganismus spíše stimulačně. Nepotlačují růst B. subtilis, ale mohou být 
částečně využívány jako zdroj energie pro růst. 
U methylparabenu se třetí den růst B. subtilis zpomalil, ale čtvrtý den je možné vidět, že je 
bakterií utilizován a křívka poměrně strmě vzrostla. 
U butylparabenu byl růst bakterie po 4. den velmi rychlý, křivka byla poměrně dost strmá. 
Tato látka tedy poměrně výrazným způsobem urychlila růst  Bacillus subtilis. 
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 Graf 2: Růstová křivka Bacillus subtilis 
 
Křivka u živného bujónu s přídavkem fenoxyethanolu má vlnivý charakter, z toho by se 
tedy dalo usoudit, že fenoxyethanol je do jisté míry schopen potlačit růst Bacillus subtilis, 
avšak ne jeho růst zcela inhibovat. Dalo by se tedy říct, že účinek této látky je spíše 
bakteriostatický než baktericidní. Porovnáním inhibičního účinku této látky při použití 
diskové difúzní metody a při stanovení růstové křivky s přídavkem této látky do živného 
média se však výsledky rozcházejí. 
Křivka u živného bujónu s přídavkem bronopolu má opět spíše vlnivý charakter. Při 
sledování této konzervační látky pomocí difúzní diskové metody bronopol vykazoval při 
nejvyšší vyhláškou povolené koncentraci slabý baktericidní účinek. Při stanovení inhibičního 
účinku této látky přidané do tekutého živného média se účinek jevil spíše jako 
bakteriostatický. V tomto případě mohl být konečný výsledný efekt ovlivněn teplotou. Lze 
však říct, že tato konzervační látka má účinek na zvolenou grampozitivní bakterii. 
Růstová křivka B. subtilis s přídavkem imidazolidinylurey má prvních pět dní charakter 
vlnivý, avšak od šestého dne začíná klesat. Účinek této látky lze hodnotit spíš jako 
bakteriostatický. Při použití diskové difúzní metody se však jevil při dvou nejvyšších 
použitých koncentracích (v množství konzervační látky do nejvyšší dle vyhlášky povolené 
koncentrace) jako baktericidní. Opět mohl být účinek ovlivněn teplotou při kultivaci 
na třepačce.   
Růstová křivka bakterie při přídavku methylisothiazolinonu měla již od třetího dne stále 
klesající charakter. Tato konzervační látka má především účinek na bakterie, jak 
na grampozitivní, tak na gramnegativní. Výsledný účinek této látky lze charakterizovat jako 
baktericidní, a to jak při použití diskové difúzní metody, tak při stanovení růstové křivky 
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při přídavku této látky do média. Tato konzervační látka je tedy sama o sobě schopná 
inhibovat Bacillus subtilis již při koncentracích do nejvyššího vyhláškou povoleného 
množství.  
Na účinky jednotlivých konzervačních látek by mohla mít vliv teplota. Při stanovení 
růstové křivky byla bakterie kultivována při teplotě optimální pro její růst, tzn. 37 °C. Tato 
teplota mohla snížit efektivitu daných koncentračních látek, a to bronopolu a 
imidazolidinylurey. 
 
5.4 Mikroskopický rozbor mikroorganismů ze vzduchu  
 
V této kapitole jsou obrázky preparátů připravených jednak z kultivace na Petriho miskách 
(Příloha 9.7) - GTK a GKCH agar s přídavkem kosmetické emulze, ale také ze starších, již 
porostlých kosmetických emulzí. Mikroskopování probíhalo při zvětšení 16x40 pro preparáty 
plísní, tzn. při 640x zvětšení a pod imerzním objektivem při zvětšení 16x100 pro preparáty 
bakterií, tj. 1600x zvětšení. Některé obrázky jsou v Příloze 9.8.  
 
 5.4.1 Plísně 
Mnoho vláknitých hub je příčinou alergických reakcí. Mezi nimi dominují rody 
Aspergillus, Alternaria, Cladosporium a Penicillium. Aspergillus, Penicillium, popř. další 
alergenní druhy vláknitých hub převažují obvykle v určitém prostředí, zatímco Alternaria je 
přítomna ve všech prostředích [94]. 
V následujících několika bodech jsou uvedeny plísně, které byly pozorovány na Petriho 
miskách, popis kolonií na Petriho miskách a jejich mikroskopické obrázky. V Příloze 9.8 jsou 
další mikroskopické obrázky plísní, které bylo možné v rámci schopností identifikovat a 
zařadit alespoň do příslušného rodu. 
 
 Plíseň rodu Alternaria  
První identifikovanou plísní (viz Obr. 5.27) byla plíseň zařazená do rodu Alternaria. Tato 
plíseň vyrostla na GKCH agaru s přídavkem 5 ml emulze O/V. Kolonie měla barvu 
zelenočernou, jak je vidět na Obr. 5.28. Povrch kolonie byl sametový, okraj pravidelný, 
zespod měla kolonie černou barvu. Makrokonidie bylo možné pod mikroskopem pozorovat 
již po týdenní kultivaci. 
 
 
Obr. 5.27: Plíseň rodu Alternaria. 
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Obr. 5.28: Obrázek kolonie na Petriho misce 
 
Rod je řazen do říše Fungi, podříše Eumycota, pomocné třídy Fungi imperfecti 
(Deuteromycetes; Mitosporic fungi). Hyfy Alternaria spp. jsou přehrádkované, vícebuněčné 
konidie se tvoří na konidioforech. Mikroskopické morfologické znaky (velikost a tvar spór, 
počet přehrádek, tvorba spór v různě dlouhých řetězcích nebo jednotlivé a další znaky) jsou 
dosud hlavním rozlišovacím kritériem pro determinaci jednotlivých druhů [94].  Tmavá barva 
spor (zelenočerná až hnědočerná) i tmavé zbarvení mycelia chrání tuto plíseň před 
nepříznivými účinky slunečního světla, a proto se vyskytuje často ve vzduchu v přírodě i 
v různých potravinářských provozovnách [72]. 
Vzhledem k velké variabilitě jednotlivých znaků u téměř všech popsaných druhů je jejich 
systematické zařazení často obtížné. Uváděno je přes 50 druhů rodu Alternaria. Druhy rodu 
Alternaria jsou rozšířené po celém světě, mají vysokou schopnost adaptace na dané 
podmínky. Vyskytují se na rostlinách a jako vzdušná kontaminace v mlékárnách, mlékařských 
sklepích a na stěnách pivovarských místností. Ve skladištích zeleniny způsobuje hlavně 
skvrnitost košťálovin a černou hnilobu mrkve [72]. Většina druhů rodu jsou běžní saprofyti, 
které patří díky své celulolytické aktivitě mezi významné destruenty odumřelé organické 
hmoty. Některé druhy jsou i primárními patogeny rostlin, v ostatních oborech dominují práce 
věnované druhu A. alternata. Ten byl izolován z nejrůznějších materiálů především 
organického původu – mouky, chleba, mraženého hovězího masa, vajec, kůže, másla, sýrů, 
ale i z textilií, papíru, z ran živočišných těl a dalších. Může být i primárním původcem 
onemocnění teplokrevných organismů – např. onemocnění nehtů [94]. 
Spóry Alternaria spp. Přítomné v prostředí jsou jedním z nejvýznamnějších a 
nejrazantnějších alergenů, mohou iniciovat prudké záchvaty astmatu, souvisejí 
s onemocněním dýchacích cest (bronchitis), vyvolávají i chronické alergie. Houby 
r. Alternaria mohou zhoršovat kožní onemocnění, popř. ho samy vyvolat [94]. 
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 Plísně rodu Penicillium  
Nejčastěji identifikovanými plísněmi mezi připravenými preparáty byly plísně rodu 
Penicillium.  
 
1) Tato plíseň (viz Obr. 5.29) je pravděpodobně zástupcem rodu Penicillium. Vyrostla na 
GKCH agaru s přídavkem 5 ml emulze O/V. Barva kolonie (viz Obr. 5.30) na Petriho misce 
byla bílá, zespodu byl patrný vytvořený žlutooranžový pigment, což by mohl být jeden 
z rozpoznávacích znaků rodu Penicillium. Jelikož kolonie při okrajích prorůstala s jinými 
plísněmi, okraj nebylo možné úplně charakterizovat. Povrch kolonie se jevil sametový 
s poměrně dlouhými vlákny. Štětičky byly vytvořené již po týdenní kultivaci. 
 
 
Obr. 5.29: Rod Penicillium 
 
 
Obr. 5.30: Obrázek kolonie na Petriho misce 
 
2) Tato plíseň na Obr. 5.31 byla zařazena také do rodu Penicillium. Vyrostla na GKCH 
agaru s přídavkem 5 ml emulze O/V. Barva kolonie na Petriho misce (viz Obr. 5.32) byla 
zelená, po 14 dnech bylo možné pozorovat fruktifikační orgány i pouhým pohledem. Povrch 
této kolonie byl téměř hladký, růst byl spíše blízko média, než vystupující nad médium. 
Při pohledu zespod byl patrný světle žlutý pigment. 
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Obr. 5.31 : Rod Penicillium 
 
 
Obr. 5.32: Obrázek kolonie na Petriho misce 
 
3) Tato plíseň na Obr. 5.33 byla zařazena do rodu Penicillium. Vyrostla na GTK agaru 
s přídavkem 5 ml emulze O/V. Barva kolonie na Petriho misce byla bílá, uprostřed a při okraji 
lehce zelená, při pohledu ze spodní strany nebyl patrný žádný pigment. Povrch kolonie byl 
sametový, růst byl spíše při povrchu média. 
 
 
Obr. 5.33: Rod Penicillium 
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Obr. 5.34: Obrázek kolonie na Petriho misce 
 
4) Plíseň na Obr. 5.35 byla zařazena do rodu  Penicillium. Vyrostla na GKCH agaru 
s přídavkem 5 ml emulgelu. Barva kolonie na Petriho misce je při okrajích světle zelená, 
uprostřed je zbarvení bílé. Po 14 dnech bylo i u této plísně možné běžným pohledem spatřit 
lehce nad povrch vystouplé konidiofory při okraji kolonie. Ze spodní strany nebyl v médiu 
vytvořený žádný pigment. Povrch kolonie byl sametový, vlákna uprostřed přerůstala výše 
nad povrch média než okraje kolonie. 
 
 
Obr. 5.35: Rod Penicillium 
 
 
Obr. 5.36: Obrázek kolonie na Petriho misce 
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5) Tato plíseň (viz Obr. 5.37) by mohla patřit do rodu Penicillium, avšak mohlo by se 
jednat i o jiný rod. Jedná se o plíseň, jejíž preparát byl získán ze starší, porostlé emulze, která 
byla již rozdělená na své fáze. Olejová, žlutě zbarvená fáze se nacházela vespod, nad ní byla 
mléčně zbarvená již zatuhlá vodná fáze. Tato plíseň byla na povrchu bílé zatuhlé vodné fáze. 
Barva kolonie byla černá, povrch hladký, hyfy nepřehrádkované. 
 
 
Obr. 5.37: Rod Penicillium 
 
6) Tato plíseň na Obr. 5.38 je pravděpodobně opět zástupcem rodu Penicillium. Byla 
získána ze starší emulze s již rozdělenými fázemi. Nacházela se na rozhraní těchto 
oddělených fází. Barva kolonie byla černá. Kolonie vypadala jako klubičko vláken. 
 
 
Obr. 5.38: Rod Penicillium 
 
Druhově bohatý rod: více než 250 druhů. V přírodě jedna z nejčastějších hub (půda, 
ovzduší) – významný rozkladač rostlinných zbytků. Jeho druhy tvoří kolonie s velkým 
množstvím žlutozelených až modrozelených konidií, které jsou na různých potravinách i 
jiném materiálu patrné jako zelené, sametové až moučné povlaky. Okraje kolonií, na nichž 
nejsou spory, jsou bílé. Příslušníci tohoto rodu způsobují kažení ovoce a zeleniny. Některé 
druhy produkují mykotoxiny, jiné vyvolávají alergické reakce u některých lidí. Podle 
uspořádání štetičkovitých konidioforů se druhy tohoto rodu rozdělují do těchto skupin [72]: 
 Monoverticillata 
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 Biverticillata symmetrica 
 Asymmetrica 
 Polyverticillata 
 
 Plíseň rodu Aspergillus 
Další identifikovanou plísní byla plíseň zařazená k rodu Aspergillus (Obr. 5.39). Byla 
získána opět ze starší, již rozložené, emulze. Plíseň tvořila černě zbarvené, velmi malé kolonie 
na stěnách nádoby a na povrchu žlutě zbarvené olejové fáze.  
 
 
Obr. 5.39: Rod Aspergillus 
 
Aspergillus patří mezi askomycety [10]. Jde o rod vyskytující se na nejrůznějším materiálu, 
neboť je velmi bohatě vybaven enzymy (amylolytickými, pektolytickými a proteolytickými). 
Některé druhy jsou vhodné pro průmyslovou přípravu těchto enzymů, jež se pak používají 
v potravinářském průmyslu nebo při výrobě pracích prášků. Některé druhy se používají pro 
průmyslovou kvasnou výrobu organických kyselin [72]. Jde o vláknitou houbu se septovaným 
myceliem. Na vzdušném myceliu nacházíme velké množství malých kulatých spor, konidií, 
které jsou řetízkovitě uspořádány na obdélníkovitých buňkách, sterigmatech. Sterigmata jsou 
umístěna v jedné řadě na hruškovitém konidioforu. Aspergillus vyroste dobře na všech půdách 
v širokém teplotním rozmezí, za 2-4 dny v podobě chmýřitě zrnitých kolonií, zbarvených 
modrozeleně, žlutošedě, šedozeleně nebo černě [10]. 
Nejrozšířenější jsou druhy ze skupiny Aspergillus niger, které jsou bohatě vybaveny 
enzymy a jejichž konidie jsou svým černým barvivem chráněny proti nepříznivým účinkům 
slunečního světla [72].  Patogenita A. niger je podle mnohých poznatků velmi diskutabilní, 
s největší pravděpodobností je u člověka pouhým saprofytem [10]. 
 
 Blíže neidentifikovaná plíseň 
Tato plíseň (Obr. 5.40) bohužel identifikována nebyla. Mohlo by se jednat o plíseň rodu 
Mucor, ale také o nevyzrálý Aspergillus. Vyrostla na GTK agaru s přídavkem 5 ml emulze 
V/O. Barva kolonie na Petriho misce byla velmi světle růžovohnědá, barva ze spodní strany 
slabě růžovooranžová. Povrch kolonie sametový s růstem výš nad médium. Okraj kolonie byl 
pravidelný. 
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Obr. 5.40: Blíže neurčená plíseň 
 
 
Obr. 5.41: Vzhled kolonie na Petriho misce 
 
5.4.2 Bakterie 
Pro sledování bakterií byly připraveny fixované preparáty obarvené dle Grama. 
Pozorováním pod mikroskopem byly identifikovány pouze G+ (grampozitivní) koky a G+ 
tyčinky. Použité zvětšení bylo 16x100 = 1600x zvětšeno.  
 
1) Preparát této bakterie byl získán z Petriho misky s GTK agarem a přídavkem 3 ml 
emulze O/V. Kolonie nebyla příliš velká. Její barva na misce byla sytě oranžová. Při 
pozorování bylo zjištěno, že se jedná o G+ (grampozitivní) drobné koky. Jednotlivé buňky 
tvořily řetízky i shluky. 
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Obr. 5.42: Malé G+ koky 
 
 
Obr. 5.43: Vzhled kolonie na Petriho misce 
 
2) Tato kolonie měla na Petriho misce (GTK agar s přídavkem 3ml emulze O/V) barvu 
sytě žlutou. Kolonie opět nebyla příliš velká, její povrch byl hladký. Pozorováním bylo 
zjištěno, že se jedná o G+ (grampozitivní) poměrně velké koky. Buňky tvořily spíše shluky. 
 
 
Obr. 5.44: G+ koky 
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Obr. 5.45: Vzhled kolonie na Petriho misce 
 
3) Kolonie na Petriho misce (GTK agar s přídavkem 3 ml emulze O/V) měla barvu  
krémovou až světle hnědou. Při pozorování pod mikroskopem byly vidět  G+ tyčinky, tvořící 
řetízky. Povrch kolonie byl hladký. 
 
 
Obr. 5.46: G+ tyčinky 
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Obr. 5.47: Vzhled kolonie na Petriho misce 
 
4) Kolonie na Petriho misce (GTK agar s přídavkem 5 ml emulze V/O) měla barvu  světle 
růžovou. Pozorováním pod mikroskopem byly vysledovány G+ tyčinky, tvořící krátké 
řetízky. Povrch kolonie byl hladký a velikost poměrně malá. 
 
 
Obr. 5.48: G+ tyčinky 
 
 
Obr. 5.49: Vzhled kolonie na Petriho misce 
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6 ZÁVĚR 
 
Konzervační látky jsou taková chemická činidla, která za daných podmínek použití 
zabraňují růstu, přežívání nebo množení mikroorganismů v kosmetickém výrobku. Jsou  
nedílnou součástí celkového složení kosmetického výrobku a účinek této látky musí být 
zjišťován spolu s ostatními složkami systému. Jediná ideální konzervační látka neexistuje, 
proto se v kosmetice používají různé kombinace konzervačních látek, jejichž účinky se 
navzájem doplňují. Ideální konzervační látka by měla mít široké spektrum aktivity (tj. měla 
by eliminovat všechny typy mikroorganismů – od plísní, přes kvasinky až po bakterie), měla 
by být účinná i při nízkých koncentracích (tj. eliminuje možnost podráždění pokožky), měla 
by být rozpustná ve vodné nebo v olejové fázi, neměla by ztrácet svou aktivitu kvůli jiným 
složkám ve výrobku, měla by být stálá při každém pH, snadno analyzovatelná, bezpečná atd.  
Stěžejním problémem výběru vhodné konzervační látky je posouzení toho, jakou ochranu 
daný výrobek vyžaduje. Volba konzervantu schopného bránit množení mikroorganismů je 
nezbytná pro studium tvorby kosmetického výrobku. Důvodem je i to, že materiály pro 
výrobu kosmetického prostředku mohou samy mít antimikrobiální aktivitu nebo mohou 
zeslabovat sílu konzervačního systému.  
Na výběr vhodné konzervační látky mají vliv podmínky, za kterých je prostředek vyráběn, 
její schopnost slučovat se s ostatními složkami výrobku, ale také podmínky, za jakých bude 
daný výrobek používán. Patrný je i vliv obalového materiálu, do kterého je výrobek plněn 
(kelímek nebo uzavíratelná tuba).  
Konzervační látky jsou nezbytnou součástí každého kosmetického výrobku (pleťové vody, 
omývací prostředky nebo krémy a zvláště pak ty prostředky, které obsahují vodu). Jejich 
hlavním úkolem je prodloužení přirozené údržnosti kosmetického prostředku tím, že brání 
kontaminaci daného výrobku a také případnému množení mikroorganismů ve výrobku jak při 
jeho výrobě, tak po dobu používání spotřebitelem. 
Některé antimikrobiální látky působí v nižších koncentracích mikrobistaticky a ve vyšších 
koncentracích mikrobicidně, kdežto jiné i ve velmi vysokých koncentracích pouze zastavují 
růst a jejich účinek je vratný. Většina antimikrobiálních látek má ve velmi nízkých 
koncentracích účinek stimulační, neboť zrychluje metabolismus mikroorganismů a zvyšuje 
rychlost jejich rozmnožování.  
V posledních letech se zvyšuje zájem o přírodní produkty, což vede ke zkoumání materiálů 
přírodního původu, které mají potenciální antimikrobiální aktivitu. Toto zahrnuje esenciální 
oleje, které byly v mnoha případech identifikovány jako potenciální konzervační činidla. 
Esenciální oleje mají vynikající antimikrobiální vlastnosti, mohou tedy být cenově dostupné a 
bezpečné alternativy chemickým syntetickým kosmetickým konzervantům. 
Použití esenciálních olejů při výrobě kosmetiky a podobných výrobků může mít několik 
výhod, zahrnujících příjemnou vůni, zajištění ochrany proti mikroorganismům, v některých   
případech zlepšení dermatokosmetických vlastností a konzervaci konečného výrobku.  
 
Tato práce se zaměřuje na konzervační látky používané v kosmetickém průmyslu. Tyto 
látky mohou být buď přírodního původu nebo syntetické. Dnešní trendy ve výrobě kosmetiky 
se snaží o návrat ke všemu přírodnímu a přírodní konzervační látky se opět dostávají do 
povědomí.  Syntetické konzervační látky mají velmi široké použití. Jejich cena je přijatelná a 
skýtají možnost tvorby směsí i s přírodními antimikrobiálními látkami, podle toho jakého 
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výsledného účinku má být dosaženo. Tím se také sníží celkové množství jednotlivých 
konzervačních látek a případné podráždění pokožky. 
V experimentální části byl ověřován účinek jednotlivých, dá se říct, že v dnešní době 
nejčastěji používaných syntetických konzervačních látek – methyl- a butylparabenu, 
methylisothiazolinonu, imidazolidinylurey, fenoxyethanolu a bronopolu, ale také vybraných 
přírodních antimikrobiálních látek. Účinek každé látky byl ověřován samostatně diskovou 
difúzní metodou a modifikovanou difúzní metodou, aby bylo možné zhodnotit, který ze 
zvolených indikátorových mikroorganismů (Bacillus subtilis a Penicillium chrysogenum) je 
daná látka schopna potlačit. 
 
 Methylparaben by měl účinkovat proti grampozitivním bakteriím a plísním, avšak 
v testovaném množství (koncentrace 0,1 %; 0,2 %; 0,3 % a 0,4 %) byl jeho účinek 
nedostatečný jak proti grampozitivnímu Bacillus subtilis, tak proti plísni Penicillium 
chrysogenum. Methylparaben v daném množství stimuloval jejich růst. Při stanovéní 
růstové křivky v množství 0,1 % hmot. sloužil opět jako stimulant růstu. 
 Butylparaben je konzervant s deklarovaným účinkem především proti grampozitivním 
bakteriím a plísním. Ve zvoleném množství (0,01 %; 0,02 %; 0,03 % a 0,04 %) 
nevykazoval žádný inhibiční účinek proti vybraným indikátorovým mikroorganismům. Při 
stanovení růstové křivky měl v množství 0,01 % hmot. (méně než 1/10 povoleného 
množství) výrazný stimulační efekt. 
 Imidazolidinylurea – její inhibiční účinek byl dokázán proti Bacillus subtilis použitím 
diskové difúzní metody i modifikované difúzní metody. Dva nejkoncentrovanější roztoky, 
použité v diskové difúzní metodě, byly schopny inhibovat růst bakterie po celou dobu 
kultivace a zároveň nejkoncentrovanější roztok této konzervační látky byl současně 
nejvyšším povoleným množstvím této látky dle vyhlášky č. 26/2001 Sb. v platném znění, 
o hygienických požadavcích na kosmetické prostředky, které lze do kosmetických 
přípravků přidávat. Růst Penicillium chrysogenum při použití diskové difúzní metody 
však tato  konzervační látka stimulovala. Při použití modifikované difúzní metody bylo 
potřebného účinku dosaženo především dvěma nejkoncentrovanějšími roztoky 
(20ti ~ 12 % a 50ti ~ 30 % násobek nejvyššího, vyhláškou povoleného množství). 
 Bronopol vykazoval dostačující inhibiční účinek na Bacillus subtilis při použití obou 
metod. Inhibiční účinek proti Penicillium chrysogenum při diskové difúzní metodě zcela 
selhal. Použitím koncentrovanějších roztoků v modifikované difúzní metodě však také 
nebylo docíleno výrazného inhibičního efektu. Při stanovení růstové křivky však jevil 
účinek spíš bakteriostatický, což bylo pravděpodobně ovlivněno teplotou, možná i volbou 
média. 
 Fenoxyethanol svým účinkem selhal proti oběma indikátorovým mikroorganismům a při 
použití obou metod. Při stanovení růstové křivky s přídavkem fenoxyethanolu se však 
jevil jako bakteriostatické činidlo. 
 Methylisothiazolinon (Ultracide MI 09) při použití difúzní diskové metody vykazoval 
účinek proti Bacillus subtilis především u středně koncentrovaných roztoků, což 
odpovídalo koncentraci 0,13 a 0,14 %. Při použití modifikované difúzní metody bylo 
inhibičního účinku dosaženo všemi testovanými roztoky. 
 
Syntetické konzervační látky se však nikdy nepoužívají samostatně, jejich účinek je vždy 
doplněn přídavkem další konzervační látky. Některé látky mají nedostačující účinek na 
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určitou skupinu mikroorganismů, proto musí být i z tohoto důvodu přidány ještě další 
konzervační látky, čímž se dosáhne synergického účinku.  
Methylparaben patří k velmi často používaným konzervačním látkám, často 
kombinovaným s ostatními parabeny, ale také s jinými konzervanty (diazolidinylureou, 
methylisothiazolinonem a dalšími syntetickými, ale i s přírodními antimikrobiálními látkami). 
Důvodem kombinace parabenů s jinými konzervačními látkami je také snížení jejich 
celkového množství ve finálním výrobku, čímž se sníží potenciální riziko podráždění pokožky 
(všeobecně jsou parabeny i v množství povoleném vyhláškou považovány za možné 
senzibilizující látky). 
 
 Roztoky přírodních silic použité při diskové metodě nevykazovaly žádný inhibiční 
účinek proti Bacillus subtilis. Také stimulační účinek těchto roztoků nebyl nikterak 
výrazný, u některých silic se neprojevil téměř vůbec. Intenzivněji mléčně zbarvené zóny 
se vytvořily pouze u některých Petriho misek. Účinek těchto roztoků proti Penicillium 
chrysogenum ověřován nebyl. Použitím modifikované difúzní metody byly ověřeny 
koncentrovanější roztoky, jelikož účinek v diskové difúzní metodě použitých roztoků silic 
na základě přechozích experimentů nebyl očekáván. 
 Největší inhibiční účinek proti Bacillus subtilis a také největší inhibiční zóny při aplikaci 
čisté silice vykazoval jalovcový a terpentýnový extrakt. Průměrná velikost inhibiční zóny 
u jalovce byla přibližně 25 mm, u terpentýnu také okolo 25 mm. Další poměrně dobře 
inhibující silicí byla eukalyptová silice s inhibiční zónou okolo 14 mm a rozmarýnová 
silice s inhibiční  zónou okolo 15 mm. Proti Penicillium chrysogenum měl 
z koncentrovaných silic nejvýraznější inhibiční účinek anýzový, mátový a fenyklový olej. 
Průměrná velikost inhibiční zóny anýzové silice byla během 10-ti dnů přibližně 10,5 mm, 
u mátové silice cca 9,5 mm a u fenyklové silice 8,5 mm. Další poměrně dobře inhibující 
silicí byla jalovcová a eukalyptová silice se zónou u jalovce 7,2 mm a u eukalyptu 
7,3 mm.  
 Naopak čistá terpentýnová silice nebyla schopna dostatečně po dobu 10 dní inhibovat růst 
Penicillium chrysogenum. Slabší účinek se prokázal také u levandulové silice. Mezi čisté 
silice, které inhibovaly růst Bacillus subtilis v menší míře, lze zařadit anýzovou, 
levandulovou a fenyklovou silici. 
 
Závěrem lze shrnout, že všechny hodnocené esenciální oleje vykazovaly určitou 
antimikrobiální aktivitu, avšak tato schopnost redukovat se měnila v závislosti na testovaném 
druhu indikátorového mikroorganismu, typu a použité koncentraci oleje, stejně tak na době 
kultivace. Mezi syntetické konzervační látky, které při zvýšeném množství potlačovaly oba 
zvolené indikátorové mikroorganismy po celou dobu kultivace se zařadily 
methylisothiazolinon a imidazolidinylurea. V nejvyšším povoleném množství bronopol, 
imidazolidinylurea a methylisothiazolinon potlačovaly pouze růst Bacillus subtilis. Přírodní 
antimikrobiální látky, které potlačovaly ve zvýšeném množství po zvolenou dobu kultivace 
oba druhy indikátorových mikroorganismů, byly především mátová, fenyklová a jalovcová 
silice.  
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
BEMA   British Essence Manufacturers Association 
BEOA   British Essential Oil Association 
BNPD   2-brom-2-nitropropan-1,3-diol, Bronopol 
BP   butylparaben 
CAS   Chemical Abstracts Service 
CCM   Česká sbírka mikroorganismů 
CMI   5-chlor-2-methyl-4-isotiazol-3-on 
DCBA   dichlorobenzylalkohol 
DMDMH   DMDM hydantoin 
DMO   4,4-dimethyl-1,3-oxazolidin 
DMSO   dimethylsolfoxid 
DU   diazolidinylurea (diazolidinylmočovina) 
EP   ethylparaben 
EPGE   2-fenoxylethanol, ethylenglykol-monofenyl ether 
EtOH   ethanol 
FDA   Food & Drug Administration 
FEMA   Flavour and Extract Manufacturers Association 
GC   plynová chromatografie 
HLPC   vysoce účinná kapalinová chromatografie 
IFEOAT   International Federation of Essential Oils and Aromas Trades 
IFRA   International Fragrance Association 
INCI   International Nomenklature of Cosmetic Ingredients 
INN   International Non-proprietary Name 
IOFI   Interantional Organization of Flavour Industries 
IPBC   jodopropynylbutylkarbamát 
ISO   International Standards Organization 
IU   imidazolidinylurea (imidazolidinylmočovina) 
IUPAC   International Union of Pure Applied Chemistry 
MDGN   methydibromoglutaronitril 
MP   methylparaben 
MI   2-methyl-4-isothiazol-3-on 
NTU   jednotka intenzity zákalu 
O/V   emulze typu olej ve vodě 
O/V/O   směsná emulze typu olej ve vodě v oleji 
PAL   povrchově aktivní látky 
PEG   polyethylenglykol 
PG    pentan-1,2-diol, pentylen glykol 
PP   propylparaben 
RA   rozmarýnová kyselina 
RIFM   Research Institut for Fragrance Materials 
SULTs   sulfotransferáza 
TCC   Triklokarban 
TCS   2´-hydroxy-2,4,4´trichlorodifenyl oxid, Triklosan  
Tween   polysorbát, polyoxyethylensorbitan 
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V/O   emulze typu voda v oleji 
V/O/V   směsná emulze typu voda v oleji ve vodě 
ZPT   pyrithion zinečnatý 
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